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Zusammenfassung 
Konventionelle TZRαβ+ CD8αβ+ T-Zellen im intestinalen Epithel unterscheiden sich phäno-
typisch und funktionell von T-Zellen gleicher Spezifität in anderen Organen. Darüber hinaus 
können nach einer iv Infektion mit Listeria monocytogenes (Lm) hohe Frequenzen Lm-
spezifischer T-Zellen aus der Dünndarmmukosa isoliert werden, obwohl nach iv Infektion nur 
sporadisch Lm in dieses Gewebe gelangen. Ein Ziel dieser Arbeit war es, intestinale intra-
epitheliale CD8+ T-Zellen detaillierter zu charakterisieren. Es sollten Mechanismen 
identifiziert werden, welche die Migration von T-Zellen in intestinale Gewebe bestimmen 
und/oder welche die funktionelle Adaption der T-Zellen an diese mukosale Umgebung 
beeinflussen. Hierfür wurden Mäuse mit einem rekombinanten Lm-Stamm (LmOVA), der 
eine verkürzte Form des Ovalbumin Proteins sekretiert, infiziert. OVA-spezifische CD8+ T-
Zellen wurden aus der Milz und dem intestinalem Epithel isoliert, und die mRNA-
Expressionsprofile dieser Zellen wurden mittels einer Mikroarray-Analyse verglichen. CD8+ 
T-Zellen gleicher Antigenspezifität aus Milz und Dünndarm wiesen ein klar unterschiedliches 
mRNA/Gen-Expressionsprofil auf. Eine Gruppe dieser unterschiedlich stark exprimierten 
Gene kodierte für NK-Rezeptoren, welche normalerweise von NK-Zellen und von aktivierten 
CD8+ T-Zellen exprimiert werden. Diese NK-Rezeptoren zeigten auf Listerien-spezifischen 
CD8+ T-Zellen aus der intestinalen Mukosa eine wesentlich geringere Expression als auf 
entsprechenden Zellen aus der Milz. Durchflusszytometrische Analysen ergaben, dass dieser 
Unterschied nach einer oralen Infektion wesentlich stärker ausgeprägt war, als nach einer 
intravenösen Infektion. Die Präsenz der natürlichen Darmflora hatte nur einen sehr geringen 
Einfluss auf die organspezifisch unterschiedliche NK-Rezeptor-Expression in CD8+ T-Zellen. 
Untersuchungen in  transgenen CD4dnTGFβRII Mäusen, in denen T-Zellen einen Defekt in 
der TGFβ-Signaltransduktion haben, wiesen auf TGFβ als ein entscheidendes Element für die 
niedrigere NK-Rezeptor-Expression auf T-Zellen in der Darmmukosa hin. Die funktionellen 
Auswirkungen dieser gewebespezifischen NK-Rezeptor-Expression sind noch ungeklärt. 
 
Die zweite in dieser Arbeit bearbeitete Fragestellung war die, ob nach einer Lm-Infektion die 
primäre Aktivierung naiver CD8+ T-Zellen und die Re-Aktivierung von Gedächtnis-T-Zellen 
auch außerhalb sekundärer lymphoider Organe stattfinden kann. Hierfür wurden Mäuse mit 
der immunmodulatorischen Substanz FTY720 behandelt, welche das Auswandern von T-
Zellen aus Lymphknoten unterbindet. Zusätzlich wurde den Mäusen die Milz entfernt. So 
behandelte Tiere wurden mit LmOVA infiziert. Nachfolgend wurden die Bakterienzahlen 
 sowie die primären und sekundären T-Zell-Antworten in verschiedenen Organen untersucht. 
Durch eine FTY720-Behandlung wurde nach iv und nach ig Infektion weder die Ausbreitung 
der Lm in die Milz, die Leber und die MLN beeinträchtigt, noch die Fähigkeit der Mäuse zu 
einer Elimination der Bakterien aus diesen Organen vermindert. Orale Infektionen sowie 
höher dosierte iv Infektionen führten auch in FTY720-behandelten und zusätzlich splenekto-
mierten Mäusen zu einer T-Zell-Akkumulation und Proliferation in nicht-lymphoiden 
Organen. Nach einer niedrig dosierten iv Lm-Infektion wurden dagegen in FTY720-
behandelten und splenektomierten Mäusen keine OVA-spezifischen T-Zell-Antworten 
ausgelöst. Insbesondere die Milz schien hier für die T-Zell Aktivierung und Proliferation 
erforderlich zu sein. Auch für eine Sekundärantwort nach einer iv Infektion mit LmOVA 
waren lymphoide Gewebe für die Ausbildung einer effektiven T-Zell-Antwort essentiell. In 
Experimenten, in denen Gedächtnis-T-Zellen in splenektomierte Mäuse transferiert wurden, 
akkumulierten diese Zellen in der Leber, konnten aber nach einer Infektion der Mäuse mit 
LmOVA nicht proliferieren. Diese Beobachtung spricht für eine entscheidende Rolle der Milz 
bei der Expansion von Gedächtnis-T-Zellen nach einer sekundären iv Lm-Infektion. In 
welchem Maße sekundäre lymphoide Organe für die Ausbildung einer robusten LmOVA-
spezifischen CD8+ T-Zell-Antwort erforderlich sind, hängt demnach von der Infektionsroute 
und -Dosis ab. 
Schlagworte: CD8 T-Zellen, intraepitheliale Lymphozyten, Darm, Aktivierung, Listerien 
 
Summary 
Conventional TZRαβ+ CD8αβ+ T cells in the intestinal epithelium differ in terms of pheno-
type and function from T cells with identical antigen specificity in other organs. Following iv 
infection with Listeria monocytogenes (Lm) high frequencies of Lm-specific T cells can be 
isolated from the intestinal mucosa, although after iv infection Lm only occasionally 
disseminates into this tissue. One aim of this study was, to characterise intestinal 
intraepithelial CD8+ T cells in more detail. Mechanisms, which determine gut-tropism of T 
cells or which influence the functional adaptation of these cells to the mucosal environment, 
should be identified. For this purpose, mice were infected with a recombinant Lm-strain 
(LmOVA) secreting a truncated ovalbumin protein. OVA-specific CD8+ T cells were isolated 
from spleen and intestinal epithelium and the mRNA-expression profiles of these cells were 
compared in a microarray-analysis. CD8+ T cells of the same antigen-specificity from spleen 
and small intestine had a clearly different mRNA-expression profile. One group of these 
 differentially expressed genes was coding for NK-receptors, which usually are expressed on 
NK cells and activated CD8+ T cells.  These NK-receptors were substantially less expressed 
on Listeria-specific CD8+ T cells from the intestinal mucosa than on corresponding cells from 
the spleen. Flow-cytometric analysis revealed that this difference was much more pronounced 
following oral infection than following iv infection. The presence of the natural gut-flora only 
slightly influenced the organ-specific NK-receptor expression in CD8+ T cells. Experiments 
with transgenic CD4dnTGFβRII mice, which have a defective TGFβ-signaling, point to 
TGFβ as a decisive factor for the low NK-receptor expression on T cells from the gut mucosa. 
The functional consequences of this organ-specific NK-receptor expression pattern remain to 
be determined. 
 
In the second part of this study it was investigated, whether, following Lm infection, priming 
of naive CD8+ T cells and re-activation of memory T cells could occur outside of secondary 
lymphoid organs. Mice were treated with the immunomodulatory drug FTY720, which 
inhibits lymphocyte egress from lymph nodes. Additionally, spleens of mice were surgically 
removed. Subsequently, mice were infected with LmOVA and bacterial titres as well as T cell 
responses were analysed in various organs. Treatment with FTY720 did neither diminish 
bacterial dissemination into spleen, liver and MLN, nor impair the ability of the mice to 
control the bacteria and to eradicate them from these organs. Oral infection and high dose iv 
infection led to T cell accumulation and proliferation in nonlymphoid organs of FTY720-
treated and additionally splenectomized mice. Following low dose iv infection with LmOVA, 
no OVA-specific T cell responses were induced in FTY720-treated and additionally 
splenectomized mice. Especially the spleen seemed to be important for T cell activation and 
proliferation under these conditions. Also following a secondary iv infection with LmOVA, 
lymphoid tissues were essential for the generation of an effective T cell response. In experi-
ments, in which memory T cells were transferred into splenectomized recipients, these cells 
accumulated in the liver, but did not proliferate following an infection of the mice with 
LmOVA. These results imply a decisive role of the spleen for the expansion of memory T 
cells following secondary iv LmOVA infection. To which extend secondary lymphoid tissues 
are required for the development of a robust LmOVA-specific CD8+ T cell response therefore 
depends  on the route and dose of infection. 
Keywords: CD8 T cells, intraepithelial lymphocytes, gut, priming, listeria 
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Einleitung   1 
1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem 
Unter dem Begriff Immunsystem sind eine Vielzahl von verschiedenen Zelltypen, Organ-
strukturen und löslichen Faktoren zusammengefasst, die im Zusammenspiel einen 
Organismus vor Schädigungen durch eindringende Fremdorganismen (Viren, Bakterien, 
Pilze, Parasiten) oder aber auch durch entartete körpereigene Zellen schützen. In der Regel 
können Pathogene oder mutierte Zellen durch eine geeignete Immunantwort eliminiert oder 
zumindest soweit kontrolliert werden, dass zu starke Schädigungen für den Körper vermieden 
werden. Die Aktivität der Immunzellen muss jedoch streng reguliert werden, um zu 
verhindern, dass gesunde körpereigene Zellen oder Strukturen angegriffen werden 
(Autoimmunreaktionen). Außerdem muss die Stärke einer Reaktion an die potentielle 
Gefährlichkeit eines Fremdorganismus angepasst werden und auch dessen Lokalisation im 
Körper berücksichtigen. Unkontrollierte Immunantworten können ansonsten die Funktion und 
Integrität wichtiger Organe zerstören oder wesentlich beeinträchtigen. 
Wirbeltiere haben ein hoch entwickeltes und komplexes Immunsystem. Die Zellen des 
Immunsystems sind hoch spezialisierte Zellen, die je nach Zelltyp verschiedene Funktionen 
erfüllen. Das Immunsystem wird in zwei funktionelle Untereinheiten, das angeborene und das 
adaptive (erworbene) Immunsystem, eingeteilt. Die Antworten sowohl des angeborenen als 
auch des adaptiven Immunsystems werden in der Regel durch die Erkennung fremder „nicht-
selbst“ Strukturen durch besondere Rezeptoren der Immunzellen initiiert. In bestimmten 
Fällen, wie z.B. bei mutierten Zellen kann aber auch die veränderte Expression körpereigener 
Moleküle eine Immunantwort auslösen. Meist wirken die Mechanismen und Komponenten 
des angeborenen und des adaptiven Systems bei einer Infektions-Bekämpfung synergistisch. 
Im Fokus dieser Arbeit stehen die CD8+ T-Zellen, die zum adaptiven Immunsystem gehören 
und infizierte oder transformierte körpereigene Zellen eliminieren. Wie später diskutiert, 
können diese Zellen aber unter Umständen auch Rezeptoren exprimieren und Antworten ver-
mitteln, die eher dem angeborenen Immunsystem zuzuordnen sind. 
1.1.1 Das angeborene Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem erkennt typische konservierte Strukturen in von Pathogenen 
stammenden Molekülen. Die hier zugeordneten Immunantworten werden sofort nach einem 
Kontakt mit den entsprechenden Antigenen ausgelöst. Sie verändern sich bei einer wieder-
holten Infektion mit einem spezifischen Pathogen nicht. Die Erkennung von Zielmolekülen 
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bzw. Zielzellen erfolgt hier mit Hilfe von Keimbahn-kodierten Rezeptoren mit genetisch vor-
bestimmter Spezifität. Diese Rezeptoren, z.B. der Mannoserezeptor auf Makrophagen und die 
toll-like Rezeptoren (TLR) erkennen konservierte molekulare Strukturen, die auf vielen ver-
schiednen Mikroorganismen zu finden sind. Die wichtigsten Effektorzellen der angeborenen 
Immunantworten sind Monozyten/Makrophagen, Neutrophile, Natürliche Killerzellen (NK-
Zellen) und Dendritische Zellen. Neben direkten Effektorfunktionen, haben diese Zellen eine 
wichtige Rolle bei der Antigenpräsentation und bei der Aktivierung und Differenzierung der 
Zellen des adaptiven Immunsystems. Nicht-zelluläre Komponenten des angeborenen Immun-
systems sind die Komplement- und Akute-Phase-Proteine, sowie Zytokine und Chemokine. 
Zytokine sind kleine Proteine, die gewöhnlich auf bestimmte Stimuli hin von verschiedenen 
Zellen im Körper sekretiert werden. Sie binden an spezielle Rezeptoren und können sowohl 
auf die ausschüttenden Zelle selber  (autokrin), auf umliegenden Zellen (parakrin) oder bei 
ausreichender Stabilität und Zugang zur Zirkulation auch auf entferntere Zellen (endokrin) 
wirken. Sie können in entscheidender Weise die Differenzierung, den Aktivierungsgrad und 
die Funktion von Zellen beeinflussen. Eine Untergruppe der Zytokine sind die Chemokine, 
welche in erster Linie chemotaktisch auf Immunzellen wirken. 
Als erste Barriere gegen eindringende Mikroorganismen fungieren die den Körper 
umschließenden Epithelien. Neben der rein physikalischen Barriere sind hier je nach Lokali-
sation auch sekretierte Enzyme, antimikrobielle Peptide, ein niedriger pH-Wert oder auch 
konkurrierende, nicht-invasive, nicht-pathogene Bakterien für den Schutz gegen Pathogene 
verantwortlich. Insbesondere die mukosalen Flächen im Respirations-, Verdauungs- und 
Urogenitaltrakt lassen aber gelegentlich das Eindringen von Fremdorganismen zu. Sobald 
Mikroorganismen, wie z.B. Bakterien, in die Epithelschichten und in die darunterliegenden 
Gewebe des Körpers eindringen, werden sie in den meisten Fällen von dort residenten 
Makrophagen erkannt und phagozytiert. Makrophagen entwickeln sich aus Monozyten, die 
kontinuierlich aus dem Blut in nahezu alle Gewebe einwandern. Eine zweite Gruppe an 
Phagozyten sind die Neutrophilen, die  sich überwiegend im Blut befinden. Während einer 
Infektion wandern die Neutrophilen aber sehr schnell und in großer Anzahl in das betroffene 
Gewebe ein und können nach Erkennung eines Pathogens dieses phagozytieren. In der Regel 
werden die Pathogene innerhalb der Phagozyten in sogenannten Phagolysosomen durch ver-
schiedene toxische Substanzen getötet. Nach einer Aktivierung setzen die Makrophagen 
außerdem Zytokine, Chemokine und Lipidmediatoren frei, welche die Rekrutierung von 
Neutrophilen und Plasmaproteinen  bewirken und darüber hinaus für die Induktion adaptiver 
Immunantworten wichtig sind. Ein für eine solche Induktion ebenfalls wichtiger Prozess ist, 
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dass die durch die Bindung von bakteriellen Lipopolysacchariden (LPS) ausgelöste TLR-
Signalkaskade zur Expression der kostimulatorischen Moleküle CD80 (B7.1) und CD86 
(B7.2) auf Makrophagen und Dendritischen Zellen führt. 
NK-Zellen können infizierte körpereigene Zellen und Tumorzellen direkt töten und 
produzieren Chemokine und inflammatorische Zytokine, wie Interferon-γ (IFNγ) und Tumor-
Nekrosis-Faktor (Trinchieri, 89). Sie werden durch von Makrophagen produzierte Zytokine, 
wie z.B. Interferone, aktiviert. NK-Zellen sind mit speziellen Keimbahn-kodierten Rezeptoren 
ausgestattet, die ihnen das Erkennen von Zielzellen erlauben. Eine einzelne NK-Zelle 
exprimiert verschiedene aktivierende und inhibierende NK-Rezeptoren (NKR), die je nach 
Liganden-Bindung in der Summe die Aktivität der Zelle bestimmen (Raulet et al., 01). Es 
können drei Erkennungsmechanismen unterschieden werden: Die Erkennung von Pathogen-
kodierten Molekülen, die Erkennung von selbst-Proteinen, deren Expression in infizierten, 
gestressten oder in Krebszellen heraufreguliert wird (induced self recognition), und die 
Erkennung von Proteinen, die auf der Oberfläche normaler Zellen vorhanden sind, in 
infizierten oder transformierten Zellen jedoch herunterreguliert werden (missing self recogni-
tion). Die Expression einiger dieser NK-Rezeptoren auf CD8+ T-Zellen, welche Effektoren 
adaptiver Immunantworten sind, wurde im Verlauf der hier dargestellten Arbeit Gegenstand 
der Untersuchungen und wird in Abschnitt 5.1.3 ausführlicher diskutiert. 
Ein wichtiges Verbindungsglied zwischen angeborener und adaptiver Immunität sind die 
Dendritischen Zellen (DC). Sie phagozytieren permanent lösliche Antigene. Nach Stimulation 
von TLR auf ihrer Oberfläche oder durch stimulierende Zytokine wie IFNγ werden sie akti-
viert und differenzieren zu reifen Antigen-präsentierenden-Zellen (APZ). Diese tragen neben 
kostimulatorischen Molekülen auch Komplexe aus Haupthistokompatibilitätskomplex-Mole-
külen (MHC) und Peptiden fremder oder körpereigener Proteine auf ihrer Oberfläche. Der 
Kontakt dieser  MHC-Peptid-Komplexe auf aktivierten DC mit naiven T-Zellen, die einen 
passenden T-Zell-Rezeptor (TZR) haben, führt zu einer Aktivierung dieser T-Zellen und der 
Initiation einer adaptiven Immunantwort. 
1.1.2 Das adaptive Immunsystem 
Obwohl das angeborene Immunsystem einen wesentlichen Beitrag zum Schutz vor Infektio-
nen leistet, unterliegt es bestimmten Limitierungen. Die Diversität der Rezeptoren, welche 
pathogene Strukturen erkennen, ist begrenzt und die Spezifität der Rezeptoren kann nicht an 
sich schnell verändernde Organismen angepasst werden. Außerdem verfügt dieses System 
über kein „Gedächtnis“, d.h. es kann auf die wiederholte Infektion mit demselben Pathogen 
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nicht verbessert oder stärker reagieren. Viele Pathogene haben Mechanismen entwickelt, um 
die Erkennung durch das angeborene Immunsystem zu verhindern. Die T- und B-Lympho-
zyten des adaptiven Immunsytems haben keine genetisch vorbestimmten Rezeptoren und die 
TZR und B-Zell-Rezeptoren (BZR) sind hochspezifisch für ihr jeweiliges Antigen. Naive T- 
und B-Zellen verfügen alle über unterschiedliche Rezeptoren, wobei jede B- oder T-Zelle nur 
Rezeptoren einer einzigen Spezifität besitzt. Möglich wird dies durch einen Mechanismus der 
Genrekombination, bei dem die entsprechenden zu kombinierenden Segmente aus einer 
Vielzahl verschiedener Gensegmente zufällig ausgewählt werden. Auf diese Weise können 
mehr als 107 verschiedene TZR und BZR generiert werden. Diese enorme Anzahl an 
verschiedenen Rezeptoren erlaubt die Erkennung der meisten Pathogene. Sobald die T- oder 
B-Zellen in geeigneter Weise stimuliert werden, proliferieren sie und generieren große Men-
gen an Zellen, die das betreffende Antigen erkennen. Naive B-Zellen benötigen neben der 
Bindung des spezifischen Antigens an den BZR noch ein weiteres Signal, welches in der 
Regel von bestimmten aktivierten CD4-T-Zellen in einigen Fällen aber auch direkt von 
mikrobiellen Komponenten geliefert wird. T-Zellen werden durch die Präsentation des spezi-
fischen Antigens durch eine aktivierte APZ stimuliert. Durch die somatische Gen-
rekombination können auch Zellen entstehen, die körpereigene Strukturen erkennen. Um eine 
adaptive Immunreaktion gegen eigene Strukturen zu verhindern, findet ein Selektionsprozess 
statt, bei dem nahezu alle gegen selbst-Proteine gerichteten heranreifenden T- und B-Zellen 
deletiert werden. 
Die Antigen-Erkennungs-Moleküle der B-Zellen sind Immunglobuline. Sie liegen einerseits 
als membranständige BZR vor, werden nach Aktivierung und Reifung der B-Zellen zu 
Plasmazellen aber auch als Antikörper (Ak) sekretiert. Ak können durch direkte Bindung an 
toxische Produkte, deren Wirkung neutralisieren, sie können Pathogene derart markieren, dass 
diese von Phagozyten erkannt und beseitigt werden (Opsonisierung), und sie können auch die 
Komplement-Kaskade auf einer Oberfläche auslösen. 
T-Zellen erkennen nur Antigene, die auf der Oberfläche körpereigener Zellen präsentiert 
werden. Der TZR setzt sich aus zwei verschiedenen Polypeptidketten zusammen. Die große 
Mehrheit der TZR sind Heterodimere aus TZRα- und TZRβ-Ketten. Einige T-Zellen besitzen 
jedoch stattdessen einen TZR aus γδ-Heterodimeren und haben andere Eigenschaften als die 
konventionellen TZRαβ-T-Zellen. Die von konventionellen T-Zellen erkannten Antigene 
werden von MHC-Molekülen auf der Oberfläche von körpereigenen Zellen präsentiert. Intra-
zelluläre Viren oder Bakterien aus dem Zytosol der körpereigenen Zellen werden durch 
MHC-Klasse-I-Moleküle präsentiert. Material, welches die Zellen aus dem extrazellulären 
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Milieu aufgenommen haben, wird durch MHC-Klasse-II-Moleküle präsentiert. Die über-
wiegende Zahl der T-Zellen lässt sich in  zwei große Gruppen einteilen. Zytotoxische T-
Zellen sind für die Elimination infizierter körpereigener Zellen zuständig. Infizierte Zellen 
präsentieren meist von den Pathogenen stammende Antigene in MHC-Klasse-I-Komplexen 
auf ihrer Oberfläche. Diese werden von den Zytotoxischen T-Zellen erkannt, welche darauf-
hin die infizierten Zellen töten können. Zytotoxische T-Zellen exprimieren ein CD8-Molekül, 
welches auf der Zelloberfläche mit dem TZR assoziiert. Es bindet an invariante Bereiche des 
Antigen-präsentierenden-MHC-Moleküls und fungiert als Korezeptor für den TZR. Das CD8-
Molekül setzt sich aus zwei Polypeptidketten zusammen, wobei Heterodimere aus α- und β-
Ketten üblich sind. Es gibt jedoch auch CD8αα-Homodimere, die wiederum gesonderte T-
Zell-Populationen kennzeichnen. Das von den CD8-T-Zell-TZR erkannte MHC-I-Molekül 
besteht aus einer α-Kette, innerhalb der sich eine Peptid-Bindungsgrube befindet, und dem β2-
Mikroglobulin. Von diesem Komplex werden 8-10 Aminosäuren lange Peptide präsentiert. 
 Die zweite Gruppe von T-Zellen trägt ein CD4-Molekül auf der Oberfläche und erkennt 
Antigene, die von MHC-Klasse-II-Molekülen präsentiert werden. Nach Erkennung ihres 
Antigens auf aktivierten professionellen APZ differenzieren sie sich in zwei Untergruppen. Je 
nach Art der APZ, der Kostimulation und dem Zytokinmilieu entstehen Thelfer1- (Th1-) oder 
Th2-Zellen. Th1-Zellen produzieren die Zytokine Tumor-Nekrosis-Faktor-α (TNFα), 
Interleukin-2 (IL-2), IFNγ und Lymphotoxin (LT). Sie initiieren eine zellvermittelte Immun-
antwort durch die Verstärkung der antimikrobiellen Aktivität von Monozyten und 
Makrophagen, und sie unterstützen die Entwicklung Zytotoxischer-T-Zellen. Th2-Zellen 
sekretieren IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13, welche die Aktivierung und Differenzierung von B-
Zellen unterstützen. Außerdem fördern Th2-Zellen die Reifung und Aktivierung von Mast-
Zellen und Eosinophilen, sowie die Produktion einer bestimmten Ak-Klasse (IgE). Diese 
Zellen und Ak sind besonders in die Abwehr von  Parasiten involviert. 
1.1.3 Lymphoide Organe 
Wesentliche Elemente, die die Entwicklung einer adaptiven Immunantwort ermöglichen, sind 
die lymphoiden Organe. Die primären lymphoiden Organe sind das Knochenmark und der 
Thymus. Aus dem Knochenmark stammen die Vorläuferzellen der T- und B-Zellen. Die 
Vorläuferzellen der T-Zellen wandern aus dem Knochenmark in den Thymus, wo die 
somatische Genrekombination der TZR-Gene, die Deletion potentiell autoreaktiver T-Zell-
Klone und die positiv-Selektion von T-Zellen, die in geeigneter Weise Peptid-MHC-
Komplexe erkennen können, stattfinden. 
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Sekundäre lymphoide Organe ermöglichen die antigenabhängige Aktivierung und Differen-
zierung von T- und B-Lymphozyten. Da die Frequenz naiver T- und B-Zellen einer 
bestimmten Antigenspezifität sehr gering ist, sind die sekundären Lymphoiden Organe darauf 
spezialisiert, diese Zellen mit Antigenen und APZ aus dem gesamten Körper zusammenzu-
bringen. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit, der Erkennung eines Antigens durch für 
dieses Antigen spezifische T- oder B-Zellen immens erhöht. Zu den sekundären lymphoiden 
Organen zählen die Lymphknoten, die Milz und das Mukosa-assoziierte-lymphoide-Gewebe 
(MALT). Letzteres schließt die Tonsillen, das nasal-assoziierte-lymphoide-Gewebe, das 
Bronchus-assoziierte-lymphoide-Gewebe und das Darm-assoziierte-lymphoide-Gewebe mit 
den Peyer-Plaques ein. 
Lymphknoten enthalten distinkte T- und B-Zell-Kompartimente. Sie verfügen außerdem über 
zwei besondere Gefäßsysteme, die Lymphgefäße und spezialisierte postkapilläre Venolen mit 
einem hohen Endothel (high endothelial venuels, HEV). In dem lymphatischen System wird 
die extrazelluläre Flüssigkeit aus den Geweben gesammelt. Afferente lymphatische Gefäße 
leiten diese Flüssigkeit, die gegebenenfalls Antigen-beladene Zellen aus infizierten Geweben 
enthält, in die Lymphknoten. Naive T-Zellen und bestimmte Teilpopulationen von 
Gedächtnis-T-Zellen gelangen aus dem Blut über die HEV in die Lymphknoten. In diesen 
Prozess involviert ist die Interaktion zwischen L-Selektin (CD62L) auf  der T-Zelloberfläche 
und bestimmten Zuckerstrukturen, den peripheral-node addressins (PNADs), auf den HEV 
peripherer Lymphknoten. Die Chemokine CCL21 und CCL19 sind ebenfalls an dem Eintritt 
von T-Zellen in Lymphknoten beteiligt. CCL21 wird von den HEV produziert, CCL19 von 
Stromazellen in der Umgebung der HEV. Beide Chemokine binden an den Chemokinrezeptor 
(CCR) CCR7, der auf naiven T-Zellen und Teilpopulationen von Gedächtnis-T-Zellen 
exprimiert wird. Interaktionen zwischen CCL21/CCL19 und CCR7 verstärken die T-Zell-
Adhäsion an die HEV und ermöglichen dadurch die Transmigration der T-Zellen in die 
Lymphknoten. Nach Erkennung ihres spezifischen Antigens proliferieren die T-Zellen in den 
Lymphknoten, bevor sie diese über die efferenten lymphatischen Gefäße wieder verlassen. 
Naive T-Zellen, die nicht auf ihr Antigen treffen, verlassen die Lymphknoten ebenfalls über 
diesen Weg. Über den Ductus thoracicus gelangen die T-Zellen schließlich wieder in das 
Blut. Aus diesem können aktivierte T-Zellen dann in infizierte Gewebe einwandern und dort 
ihre Effektorfunktionen ausüben (Springer, 94). 
Die Milz unterscheidet sich sowohl in ihrem Aufbau als auch in ihrer Organogenese von den 
Lymphknoten. In der Milz wird das Blut filtriert. Das Kernstück der Milz ist ein verzweigtes 
System aus Arterien und kleineren Arteriolen, die in ein venöses sinusoidales System 
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münden. Die kleineren Arteriolen sind mit lymphoidem Gewebe umgeben, welches die weiße 
Pulpa der Milz bildet. Die Hauptmasse der Milz wird aus der roten Pulpa gebildet, in der 
ältere rote Blutkörperchen aus der Zirkulation entfernt werden. Das lymphoide Gewebe in der 
Milz ist ähnlich wie die Lymphknoten aufgebaut. Auch hier gibt es distinkte T- und B-Zell-
Zonen. Zwischen roter und weißer Pulpa liegt die Marginalzone. In dieser befinden sich spe-
zielle Makrophagen-Populationen, B-Zellen und DC. Um in die weiße Pulpa der Milz zu 
gelangen, müssen die Lymphozyten aus dem Blut meist zunächst die Marginalzone passieren. 
Wie die Lymphozyten genau in die lymphoiden Zonen gelangen ist noch unklar (Mebius und 
Kraal, 05). Ebenso ist nicht im Detail bekannt, wie die Lymphozyten die weiße Pulpa wieder 
verlassen. Vermutlich passieren sie wiederum die Marginalzone, eventuell durch spezielle 
Kanäle zwischen weißer und roter Pulpa (Mebius und Kraal, 05). 
Die Peyer-Plaques befinden sich in der intestinalen Mukosa und können über spezialisierte 
M-Zellen direkt Antigene aus dem Darmlumen aufnehmen. Neben diesen klassischen 
lymphoiden Organen können in Folge von Infektionen auch tertiäre lymphoide Gewebe 
entstehen (Drayton et al., 06; Aloisi und Pujol-Borrell, 06; Eberl, 05). 
Für die Entstehung von Lymphknoten sind Interaktionen zwischen LT-β-Rezeptor (LTβR)-
exprimierenden Organisationszellen und LTα1β2-exprimierenden Induktorzellen erforderlich 
(Cupedo und Mebius, 05). Die Milz kann sich auch in Abwesenheit einer LTβR-Stimulation 
entwickeln, allerdings ist ihre innere Organisation dann gestört (Futterer et al., 98). 
1.1.4 Induktion primärer CD8+ T-Zell-Antworten 
Die Aktivierung und klonale Expansion naiver T-Zellen wird oft als Priming bezeichnet und 
ist von der unmittelbaren Antwort bereits aktivierter T-Zellen gegenüber ihren Zielzellen zu 
unterscheiden. Ein initialer Kontakt zwischen T-Zellen und APZ wird durch die Interaktion 
verschiedener Adhäsionsmoleküle vermittelt. Zum Beispiel bindet das leukocyte functional 
antigen-1 (LFA-1) auf der T-Zelloberfläche an intercellular adhesion molecules (ICAM) 
ICAM-1 oder ICAM-2 auf den APZ. Während dieser transienten Interaktion kommen die 
TZR der T-Zelle mit den MHC-Peptid-Komplexen auf der APC in Kontakt. Wird ein 
spezifischer MHC-Peptid-Komplex erkannt, so wird durch ein TZR-Signal eine 
Konformationsänderung in dem LFA-1-Molekül ausgelöst, die zu einer wesentlich stabileren 
Zell-Zell-Interaktion führt. Neben der Erkennung von MHC-Peptid-Komplexen durch den 
TZR bedarf es für die Aktivierung naiver T-Zellen eines gleichzeitig und von derselben Zelle 
übermittelten kostimulatorischen Signals. Dieses kann nur durch professionelle APZ wie DC, 
Makrophagen oder B-Zellen geschehen, wobei die DC hier am effektivsten sind. Die 
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strukturell verwandten Glykoproteine B7.1 und B7.2 sind auf aktivierten APZ befindliche 
Homodimere, die den CD28-Rezeptor auf T-Zellen stimulieren. In den allermeisten Fällen ist 
eine Stimulation von CD28 erforderlich, um die klonale Expansion naiver T-Zellen 
auszulösen. Nach einer Aktivierung exprimieren T-Zellen zusätzlich das CD40-Ligand-
Protein (CD154). Dieses bindet an CD40 auf den APZ. Durch diese Interaktion erhält 
einerseits die T-Zelle zusätzliche aktivierende Signale, andererseits wird die APZ zur 
Expression weiterer B7-Moleküle angeregt. Eine ähnliche bidirektionale Stimulation wird 
durch das T-Zell-Molekül 4-1BB (CD137) und seinen Liganden 4-1BBL auf den APZ ver-
mittelt. CD4+ T-Zellen, die Antigene auf derselben APZ erkennen wie die CD8+ T-Zelle, 
können durch die Aktivierung der APZ und die nachfolgend verstärkte Kostimulation ein 
Priming der CD8+ T-Zelle durch andernfalls zu schwach kostimulatorische APZ ermöglichen. 
In diesem Fall müssen also drei Zellen miteinander interagieren, um eine primäre CD8+ T-
Zell-Antwort auszulösen. 
1.1.5 Sekundäre CD8+ T-Zell-Antworten 
Primäre Immunantworten gegen einen bestimmten Erreger bzw. ein bestimmtes Antigen 
führen zu der Ausbildung von Gedächtnis-T-Zellen, die bei einer erneuten Infektion mit dem-
selben Agens zu einer schnelleren und stärkeren adaptiven Immunantwort führen. 
Ein entscheidender Faktor für die beschleunigte Kinetik einer Sekundärantwort ist die erhöhte 
Frequenz der gegen ein bestimmtes Antigen reagierender Zellen. Gedächtnis-T-Zellen haben 
jedoch auch generell veränderte Eigenschaften gegenüber naiven T-Zellen, die ihnen eine 
raschere und stärkere Aktivierung erlauben. So werden z.B. nach einer initialen Aktivierung 
präferentiell T-Zell-Klone vermehrt und nach Abklingen der Primärinfektion als Gedächtnis-
Zellen erhalten, deren TZR eine höhere Affinität für das Antigen haben (Busch et al., 98; 
Savage et al., 99). Außerdem weisen Gedächtnis-T-Zellen eine konstitutive Phosphorylierung 
und/oder Expression von Signalmolekülen des TZR-Signalwegs auf (Bachmann et al., 99; 
Chandok und Farber, 04). Auch Gene, deren Proteinprodukte für die Einleitung einer 
Zellteilung notwendig sind, sind in CD8+ Gedächtnis-T-Zellen stärker exprimiert (Latner et 
al., 04; Veiga-Fernandes und Rocha, 04). Alle diese Modifikationen könnten den 
Schwellenwert für die Stärke der Aktivierungssignale, welche für die Initiation einer Sekun-
därantwort erforderlich sind, herabsetzen. Tatsächlich wurde beschrieben, dass Gedächtnis-T-
Zellen für ihre Aktivierung 10- bis 50-fach geringere Antigenkonzentrationen benötigen als 
naive T-Zellen (Pihlgren et al., 96; Kimachi et al., 03). Darüber hinaus sind Gedächtnis-T-
Zellen weniger auf eine Kostimulation über B7/CD28 und CD40/CD40L angewiesen (Marzo 
et al., 04; Bertram et al., 04; Bachmann et al., 04). Dafür könnten für eine Re-Aktivierung 
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dieser Zellen kostimulatorische Moleküle wie z.B. CD137, deren Expression durch eine 
primäre Aktivierung initiiert wurde, eine Rolle spielen (London et al., 00; Bertram et al., 04). 
Gedächtnis-T-Zellen können in der Peripherie auch nach Kontakt mit Antigenen, welche von 
nicht-professionellen Antigen-präsentierenden Zellen präsentiert werden, eine Antwort 
generieren. Es können verschiedene Untergruppen von Gedächtnis-T-Zellen definiert werden 
(Sallusto et al., 99), für die eventuell unterschiedliche Aktivierungssignale erforderlich sind. 
Zentrale-Gedächtnis-T-Zellen exprimieren die Oberflächenmoleküle CCR7 und CD62L, die 
eine Migration in lymphoide Gewebe bewirken. Diese Zellen zeigen nur verzögerte Effektor-
Antworten, sind aber zu einer anhalten Proliferation in der Lage. Effektor-Gedächtnis-T-
Zellen sind dagegen gewöhnlich negativ für CCR7 und CD62L. Sie zeigen nach 
Antigenkontakt schnelle Effektor-Antworten, aber nur eine geringe Proliferation (Wherry et 
al., 03; Roberts et al., 05; Bachmann et al., 05; Huster et al., 06; Masopust et al., 01b). 
Interessanterweise ist die Aktivierung von CD8+ Zentralen-Gedächtnis-T-Zellen in großem 
Maße von aus dem Knochenmark stammenden Zellen, insbesondere dendritischen Zellen, 
abhängig (Zammit et al., 05; Belz et al., 06). Daher scheinen Zentrale-Gedächtnis-T-Zellen 
komplexere Anforderungen für eine Aktivierung aufzuweisen, die eher denen naiver Zellen 
als denen von Effektor-T-Zellen ähneln. 
1.1.6 Priming außerhalb sekundärer lymphoider Organe 
Nach gängiger Auffassung werden naive T-Zellen nur in sekundären lymphoiden Organen 
aktiviert. Neuere Beobachtungen lassen allerdings den Schluss zu, dass ein T-Zell-Priming 
auch außerhalb sekundärer lymphoider Organe stattfinden kann (Feuerer et al., 03; Klein und 
Crispe, 06; Wuensch et al., 06; Lund et al., 02; Moyron-Quiroz et al., 04). In einigen dieser 
Studien werden T-Zellen in tertiären lymphoiden Strukturen, die in Folge einer Infektion 
entstehen, primär aktiviert (Moyron-Quiroz et al., 04). Darüber hinaus gibt es auch Hinweise 
auf ein T-Zell-Priming außerhalb sekundärer oder induzierter lymphoider Strukturen. Diese 
Ergebnisse entstammen überwiegend Studien, in denen Mäuse verwendet wurden, die 
aufgrund einer fehlenden LTβR-Sigaltransduktion diese Organe und Strukturen nicht 
ausbilden (Chin et al., 01; Zhou et al., 03; Wilhelm et al., 02; Suresh et al., 02; Yu et al., 03; 
Gajewska et al., 01; Kumaraguru et al., 01; Lund et al., 02). 
Konträr zu diesen Arbeiten wird in LTβR-/- Mäusen, denen einige Wochen vor Infektion mit 
dem Bakterium Listeria monocytogenes (Lm) die Milz operativ entfernt wurde, keine 
Induktion von T-Zell-Antworten beobachtet. Eine Splenektomie infizierter LTβR-/- Mäuse 
verhindert außerdem weitestgehend die Entwicklung einer Sekundärantwort nach Re-
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Infektion (Kursar und Jänner Manuskript eingereicht). In diesen Tieren findet keine Induktion 
von T-Zell-Antworten im Knochenmark oder im Lebergewebe statt, welche in anderen 
experimentellen Systemen gezeigt werden konnte. Laouar et al. haben außerdem gezeigt, dass 
in der intestinalen Mukosa von LTα-/- Mäusen keine Induktion von T-Zell-Antworten gegen 
Lm stattfindet (Laouar et al., 05). 
1.1.7 FTY720 
In der vorliegenden Arbeit wurde das T-Zell-Priming außerhalb sekundärer lymphoider 
Organe unter Einsatz der synthetische Substanz FTY720 (2-amino-2-[2-(4-octyl-
phenyl)ethyl]propan-1,3-diol Hydrochlorid) untersucht. FTY720 hat eine hohe strukturelle 
Homologie zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P), einem Lysophospholipid, das in hohen 
nanomolaren Konzentrationen im Serum zu finden ist (Kimura et al., 01). S1P bindet an fünf 
verschiedene Oberflächenrezeptoren (S1P1-5), von denen S1P1 der dominierende Rezeptor auf 
Lymphozyten ist (Hla et al., 01). Naive T-Zellen exprimieren S1P1 und emigrieren aufgrund 
eines S1P Gradienten aus dem Thymus und den Lymphknoten (Matloubian et al., 04; Cyster, 
05). Nach einer T-Zell-Aktivierung im lymphoiden Gewebe wird S1P1 vorübergehend 
herunterreguliert. Das erlaubt ein Verbleiben der Zellen in diesem Gewebe und verbessert so 
die Aktivierungseffizienz. Nach 2-3 Tagen, in denen die Zellen proliferien, wird S1P1 wieder 
in vorheriger Stärke exprimiert und die aktivierten T-Zellen können die Lymphknoten 
verlassen (Cyster, 05). 
FTY720-P, das in vivo rasch durch Phosphorylierung aus FTY720 entsteht, ist ein Agonist für 
S1P1, S1P3, S1P4 und S1P5 (Brinkmann et al., 02). Eine FTY720-Behandlung führt zu einer 
andauernden Herabregulation des S1P1 und damit zu einer Akkumulation naiver und gegebe-
nenfalls gerade dort aktivierter T-Zellen in sekundären lymphoiden Organen und im Thymus. 
Obwohl FTY720 eine primäre T-Zell-Aktivierung zulässt, verhindert es die Migration 
aktivierter T-Zellen aus den Lymphknoten in periphere Gewebe und verhindert bzw. 
vermindert dadurch periphere T-Zell-Antworten (Brinkmann et al., 04; Cyster, 05; Morris et 
al., 05; Pinschewer et al., 00; Xie et al., 03; Habicht et al., 06). Die Milz nimmt in diesem 
Zusammenhang eine Sonderstellung ein, da die Lymphozyten dieses Organ nicht über das 
lymphatische System verlassen und daher vornehmlich andere Mechanismen das Auswandern 
der Zellen aus der Milz bestimmen (Mebius und Kraal, 05). FTY720 hält T-Zellen daher nur 
unvollständig in der Milz zurück (Mandala et al., 02). 
Neben dem oben beschriebenen hat FTY720 noch eine Reihe anderer Wirkmechanismen. Es 
kann die Herzfrequenz reduzieren und die Barriere-Funktion des Endothels verstärken 
(Brinkmann et al., 04). Kürzlich wurde außerdem berichtet, dass FTY720 den Eintritt von 
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Lymphozyten in Lymphknoten über die HEV in einer Integrin-abhängigen Weise fördert 
(Pabst et al., 06). 
1.1.8 Das Immunsystem des Darmes  
Die Darmmukosa ist eine relativ dünne und durchlässige Oberfläche, die die Aufnahme von 
Nährstoffen in den Körper ermöglicht. Die Durchlässigkeit des Darmepithels ermöglicht aber 
auch ein relativ leichtes Eindringen von Pathogenen in die Darmmukosa. Diese Pathogene 
müssen möglichst noch vor Ort bekämpft und an einer weiteren Verbreitung im Körper 
gehindert werden. Dafür ist ein spezielles Darm-assoziiertes lymphoides Gewebe (gut 
associated lymphoid tissue, GALT) zuständig. Hierzu gehören die Peyer-Plaques (PP) und 
kleinere lymphoide Strukturen in der Mukosa, wie die Cryptopatches und die isolierten 
lymphoiden Follikel. Daneben befinden sich aber auch Lymphozyten direkt zwischen den 
Epithelzellen (intraepitheliale Lymphozyten, IEL) und in der darunter befindlichen Lamina 
propria (Lamina propria Lymphozyten, LPL). Die mesenterischen Lymphknoten (MLN), 
welche den Darm drainieren, können ebenfalls zum GALT gezählt werden. Sie unterscheiden 
sich in einigen Aspekten von den peripheren Lymphknoten (PLN). Dazu gehören der Grad 
der Abhängigkeit von LT für die Organogenese (Mebius, 03), die Expression von mucosal 
vascular addressin cell-adhesion molekule 1 (MAdCAM1) auf ihren HEV (von Andrian und 
Mempel, 03) sowie die Induktion darmspezifischer Migrationsmuster für in den MLN primär 
aktivierte T-Zellen (Johansson-Lindbom et al., 03; Iwata et al., 04). Die Immunzellen im 
GALT müssen nicht nur zwischen fremden und selbst-Antigenen unterscheiden sie dürfen 
auch gegen Nahrungsmittelantigene keine Immunantworten auslösen. Darüber hinaus 
tolerieren sie bis zu einem gewissen Grad auch Antigene von kommensalen Mikroorganismen 
im Darmlumen. Diese Bakterien sind vorteilhaft für den Wirt, da sie um die entsprechenden 
Nischen mit pathogenen Organismen konkurrieren. Außerdem tragen sie zum Nahrungsauf-
schluss und zur Vitaminsynthese bei.  Die Immunzellen des Darmes unterliegen daher einer 
besonderen Regulation ihrer Aktivität. 
 
Die Lymphozyten in den PP und den MLN  stimmen in ihren Eigenschaften in vielerlei 
Hinsicht mit denen in PLN überein. In den IEL und LPL finden sich aber besondere nicht-
konventionelle T-Zell-Subpopulationen. Auch die konventionellen T-Zellen in der Darm-
mukosa unterscheiden sich hinsichtlich der Funktionalität und des Phänotyps von 
äquivalenten Zellen in anderen Organen. In Säugetieren sind fast alle IEL T-Zellen. Nahezu 
alle IEL und ein Großteil der LPL weisen mit einer niedrigen CD62L-Expression einen für 
aktivierte T-Zellen charakteristischen Phänotyp auf. Nur ein Teil der  T-Lymphozyten in den 
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IEL und LPL haben einen konventionellen αβTZR und konventionelle Korezeptoren wie 
CD4 oder CD8αβ, und können klassische T-Zell-Antworten generieren. Die übrigen T-Zellen 
haben einen γδTZR und/oder exprimieren entweder keinen Korezeptor oder nur CD8αα 
Homodimere. Diese nicht-konventionellen T-Zellen erkennen keine klassischen MHC-Peptid-
Liganden, sondern eine Reihe anderer Liganden, darunter MHC-Kasse-Ib-Moleküle. Der 
Großteil der IEL im Dünndarm sind CD8+ T-Zellen, von denen in der Maus ca. die Hälfte zu 
den konventionellen TZRαβ+ CD8αβ+ Zellen gehört. Diese klassischen zytotoxischen T-
Zellen aus den IEL sollen im Rahmen dieser Arbeit auf Unterschiede gegenüber phänotypisch 
ähnlichen Zellen in anderen Organen wie Milz und Leber untersucht werden. Eine Reihe von 
distinkten Eigenschaften ist bereits für die konventionellen T-Zellen aus den IEL beschrieben. 
Im Vergleich zu Gedächtnis-T-Zellen aus der Milz  sind die intestinalen T-Zellen schneller 
aktivierbar und können so unmittelbar zytolytisch oder durch Zytokinsekretion auf eine lokale 
Re-Infektion reagieren (Masopust et al., 01b; Masopust et al., 01a). Für Gedächtnis-T-Zellen 
in den IEL ist beschrieben, dass sie im Gegensatz zu Milz-Gedächtnis-T-Zellen konstitutiv 
Granzym-B, eine wichtige Komponente für zytolytische Effektorfunktionen, exprimieren 
(Masopust et al., 06). Bekannt ist weiterhin eine charakteristische Expression von 
Adhäsionsmolekülen und Chemokinrezeptoren auf Teilpopulationen der IEL, auf die im 
folgenden Abschnitt näher eingegangen wird. 
1.1.9 Gewebespezifische Migration von CD8+ T-Zellen 
Um das Einwandern von Immunzellen aus dem Blut in das Gewebe zu ermöglichen, ist eine 
Interaktion dieser Zellen mit dem die Blutgefäße umschließenden Endothel erforderlich. 
Diese Interaktionen finden über spezielle Adhäsionsmoleküle statt. Selektine sind Membran-
glykoproteine, die konstitutiv oder nach Aktivierung von den Endothelzellen exprimiert 
werden. Sie binden an fukosylierte Oligosaccharid-Liganden auf vorbeifließenden Immun-
zellen und bremsen die Zellen ab. Der nächste Schritt einer stärkeren Bindung der Zellen an 
das Endothel wird durch auf den Immunzellen exprimierte Integrine wie z.B. LFA-1 
vermittelt, die an Liganden, wie die ICAM-Proteine, auf dem Endothel binden. Chemokine 
können eine Konformationsänderung der Integrine hervorrufen, welche deren Affinität zu den 
entsprechenden Liganden erhöht. Anschließend können die Immunzellen zwischen den 
Endothelzellen hindurch und nachfolgend durch die subepitheliale Basalmembran hindurch in 
das Gewebe gelangen. 
Untergruppen der aktivierten T-Zellen haben einen speziellen Tropismus für bestimmte 
Gewebe, der durch eine Kombination verschiedener Adhäsionsmoleküle bestimmt wird 
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(Springer, 94; Butcher und Picker, 96). Aktivierte Lymphozyten, die in den Darm wandern, 
exprimieren größere Mengen an α4β7-Integrin, dessen Ligand MAdCAM-1 in postkapillaren 
Venen der PP, der MLN und der Lamina propria des Darmes exprimiert ist. Chemokine sind 
in die gerichtete Migration von T-Zellen in den Darm wahrscheinlich ebenfalls involviert.  So 
wird das Chemokin CCL25 (TECK) von Epithelzellen des Dünndarmes produziert und der 
Chemokinrezeptor CCR9 wird präferentiell auf IEL und LPL des Dünndarmes detektiert 
(Papadakis et al., 00). 
1.2 Das Listerien-Infektionsmodell 
Lm ist ein Gram-positives, fakultativ intrazelluläres Bakterium, welches in den 
verschiedensten Umgebungen wie dem Erdboden, Wasser und diversen Nahrungsmitteln zu 
finden ist. Die Aufnahme des Bakteriums durch kontaminierte Lebensmittel kann in immun-
geschwächten Personen, Schwangeren und Neugeborenen ernsthafte Erkrankungen wie 
Meningitis und Sepsis mit einer hohen Todesrate verursachen. In den übrigen 
Personenkreisen wird Lm in der Regel durch das Immunsystem effektiv bekämpft und 
eliminiert.  
Die experimentelle Lm-Infektionen von Mäusen ist ein gut charakterisiertes Modell, um die 
Immunantwort von Säugetieren zu untersuchen (Kaufmann, 03; Pamer, 04). Die natürliche 
Infektionsroute ist die orale Aufnahme der Bakterien. Lm infizieren intestinale Epithelzellen, 
überwinden die Epithelschicht und gelangen über die MLN sowie über das Blut in tiefere 
Organe wie die Milz und die Leber, wo sie Makrophagen und Hepatozyten infizieren. Nach 
dem Eindringen in eine Zelle kann Lm durch die Sekretion von Listeriolysin-O (LLO), 
welches die Phagosomenmembran zerstört, aus dem Phagosom entkommen. Diese direkte 
Invasion des Zytosols stimuliert inflammatorische Antworten des angeborenen 
Immunsystems, ist aber auch Grundlage für einen effektiven Langzeitschutz durch das 
adaptive Immunsystem. Die zytosolische Lokalisation des Pathogens ermöglicht die Präsen-
tation bakterieller Komponenten durch MHC-Klasse-I-Moleküle und damit die Induktion von 
CD8+ T-Zell-Antworten. Studien in Mäusen, die kein funktionelles adaptives Immunsystem 
besitzen, haben gezeigt, dass das angeborene Immunsystem in der frühen Phase einer Lm-
Infektion sehr effektiv ist, für eine vollständige Beseitigung der Erreger aber nicht ausreicht 
(Nickol und Bonventre, 77; Bancroft et al., 91). Die Eradikation von Lm erfolgt T-Zell-
vermittelt (McGregor et al., 70). Eine Infektion von Mäusen mit Lm induziert starke CD4+ 
and CD8+ T-Zell-Antworten und beide Populationen sind in die Kontrolle der Infektion 
involviert. Gedächtnis-T-Zellen, insbesondere CD8+ Gedächtnis-T-Zellen, die während einer 
Einleitung   14 
primären Infektion generiert wurden, sind entscheidend für einen Schutz gegen eine Re-
Infektion (Ladel et al., 94; Kaufmann, 03). Acht bis 10 Tage nach einer Infektion können 
hohe Frequenzen an Lm-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen in der Milz und Leber, aber 
auch in weiteren Geweben wie der Lunge, der Niere und der intestinalen Mukosa gemessen 
werden. Ein ähnliches Verbreitungsmuster besteht auch für Lm-spezifische Gedächtnis-T-
Zellen nach Elimination des Erregers (Kursar et al., 02; Kursar et al., 04; Huleatt et al., 01; 
Pope et al., 01). 
Die Verteilung der Effektor- und Gedächtnis-T-Zellen korreliert nur in begrenztem Maße mit 
der vorherigen Verteilung der Bakterien. Nach intravenöser (iv) Infektion, bei der die Lm nur 
sporadisch in andere Gewebe als in die Milz und die Leber gelangen, werden trotzdem hohe 
Frequenzen Lm-spezifischer T-Zellen in verschiedenen peripheren Geweben, insbesondere in 
der intestinalen Mukosa gemessen (Huleatt et al., 01; Pope et al., 01; Kursar et al., 02; Kursar 
et al., 04). Diese Verteilung von Effektor- und Gedächtnis-T-Zellen spiegelt daher nur 
teilweise die Akkumulation von T-Zellen am Ort der Infektion wieder. Sie weist vielmehr auf 
ein intrinsisches Programm hin, welches die Migration aktivierter T-Zellen in periphere 
Gewebe, insbesondere in die intestinale Mukosa bestimmt. 
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2 Zielsetzung der Arbeit und Fragestellung 
Das Immunsystem der Vertebraten ist hoch kompartimentalisiert und spezialisiert. Es verfügt 
einerseits über spezielle lymphoide Gewebe, ist andererseits aber auch in fast allen nicht-
lymphoiden Organen und Geweben aktiv. Die Zellen des Immunsystems führen mitunter in 
verschiedenen Geweben unterschiedliche Funktionen aus und zeigen eine organspezifische 
Aktivierung und Regulation. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Aspekte einer solchen 
organspezifischen Aktivierung und Regulation von CD8+ T-Zellen in einem  Lm-Infektions-
modell untersucht. 
Zum einen sollten Faktoren identifiziert werden, welche in die darmspezifische Migration, 
Retention und Funktion konventioneller CD8+ T-Zellen involviert sind. Hierfür wurden nach 
einer Lm-Infektion CD8+ T-Zellen aus Milz, Leber und intestinalem Epithel isoliert. Zellen 
gleicher Antigenspezifität wurden durchflusszytometrisch sortiert und einem Transkriptom-
vergleich unterworfen. Einige Gene mit einer unterschiedlichen Expression in T-Zellen aus 
Milz und Dünndarmepithel sollten ausgewählt und näher untersucht werden. Im Rahmen 
dieser Analysen wurde die Expression einer Gruppe von NKR in CD8+ T-Zellen aus der Milz 
und dem Dünndarmepithel in Abhängigkeit von verschiednen Faktoren, wie der Infektions-
route, der Darmflora und dem Zytokinmilieu charakterisiert. 
Der zweite Teil der Arbeit beschäftigte sich mit der Rolle von nicht-lymphoiden Organen für 
die primäre und sekundäre Aktivierung von T-Zellen im Verlauf von Lm-Infektionen. Vor-
hergehende Arbeiten auf diesem Gebiet lieferten z. T. widersprüchliche Ergebnisse. Ein 
großer Teil dieser Studien wurde mit Mäusen durchgeführt, die aufgrund einer gestörten LT-
Signaltransduktion keine Lymphknoten besitzen. Da LT aber auch über die Organogenese 
von lymphoidem Gewebe hinaus in die T-Zell-Aktivierung involviert sein kann, sollte ein 
alternatives Modell verwendet werden. In dem hier beschriebenen Ansatz wurden Mäuse vor 
und während einer Lm-Infektion mit der immunmodulierenden Substanz FTY720, welche das 
Auswandern von Lymphozyten aus den Lymphknoten inhibiert, behandelt und zusätzlich 
splenektomiert. In so behandelten Tieren wurde die T-Zell-Antwort in verschiedenen Organen 
nach primärer und sekundärer Lm-Infektion untersucht. 
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3 Material und Methoden 
Adressen und Kontaktinformationen der Hersteller sind im Anhang (Abschnitt 8.3) zu finden. 
Standard Laborchemikalien zum Ansetzen von Puffern und Lösungen wurden von Sigma, 
Merck oder Roth in per analysis Qualität  erworben. Lösungen wurden in H2O, welches mit 
einem Millipore Wasseraufbereiter deionisiert wurde, angesetzt. Lösungen wurden durch 
Autoklavieren für 25 min bei 121 °C oder mittels Filtration durch eine 0,2 µm Membran 
sterilisiert. 
3.1 Mäuse 
Balb/c Mäuse, OT1 Mäuse (Hogquist et al., 94), Lymphotoxin-β-Rezeptor-defiziente  
(LTβR-/-) Mäuse (Futterer et al., 98), die auf den C57BL/6 Hintergrund zurückgekreuzt 
waren, und CD4dnTGFβRII transgene Mäuse (Gorelik und Flavell, 00) wurden in den 
Einrichtungen des Max-Planck-Institutes für Infektionsbiologie gezüchtet. C57BL/6 Mäuse 
und Thy1.1-kongene C57BL/6 Mäuse (B6.PL-Thy1a/CyJ, Jackson) wurden von der Bundes-
behörde für Risikoforschung (BfR) bezogen. Unter keimfreien Bedingungen gezüchtete 
C57BL/6 Mäuse wurden von den Forschungseinrichtungen für Experimentelle Medizin 
erhalten. 
Die Durchführung der Tierexperimente erfolgte in Übereinstimmung mit dem deutschen Tier-
schutzgesetz. 
3.2 Bakterien 
Es wurden der Bakterienstamm Listeria monocytogenes EGD sowie ein rekombinanter L. 
monocytogenes Stamm (Foulds et al., 02), der eine verkürzte Form des Ovalbumin Proteins 
sekretiert, verwendet. Die Bakterien wurden über Nacht in Tryptic-Soy-Broth-Medium (TSB) 
angezogen, zweimal mit Phosphatpuffer (PBS) gewaschen, in 10 % Glyzerol resuspendiert 
und bei –80 °C gelagert. Die Bakterienkonzentration wurde durch Ausstreichen serieller 
Verdünnungen auf TSB-Agar-Platten bestimmt. 
3.3 Bakterielle Infektion von Mäusen und Titerbestimmungen 
Mäuse wurden mit Lm oder LmOVA infiziert. Für eine iv Infektion wurden die Bakterien in 
sterilem PBS verdünnt und in einem Volumen von 200 µl in die laterale Schwanzvene 
injiziert. Für intragastrische (ig) Infektionen wurden die Bakterien über Nacht in TSB ange-
zogen und zweimal mit PBS gewaschen. Die Bakteriendichte wurde photometrisch anhand 
der Absorption bei 600 nm bestimmt. Hierfür wurde zugrunde gelegt, dass eine optische 
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Dichte von 1 einer Konzentration von 109 Bakterien/ml entspricht. Nach entsprechender 
Verdünnung in PBS wurden die Bakterien in einem Volumen von 200 µl mittels einer 
Schlundsonde verabreicht. Die Dosis des Inoculums wurde jeweils durch Ausstreichen 
serieller Verdünnungen auf TSB-Agarplatten kontrolliert. 
Um den Listerien-Gehalt von Organen zu bestimmen, wurden die Mäuse getötet, die Organe 
in PBS homogenisiert, und serielle Verdünnungen der Homogenate wurden auf PALCAM-
Listerien-Selektivagar mit Selektionsantibiotika (Merck) ausgestrichen. Nach 48 h  Inku-
bation bei 30 °C wurden die Kolonien gezählt. 
3.4 Splenektomie und FTY720 Behandlung 
Vor der Splenektomie wurden die Mäuse durch die intraperitoneale Gabe von Ketamin 
(Ketavet, Pfizer) (80 mg/kg) und Xylazin (Rompun, Bayer) (16 mg/kg Körpergewicht) 
betäubt. Anschließend wurden die Milzen nach möglichst kleinen Schnitten in Haut und 
Bauchdecke durch Kauterisieren mit einem erhitzten Metallspatel steril entfernt. Die Wunden 
wurden mit einer Metallklammer verschlossen und die Tiere bis zum Erwachen warm 
gehalten. Die Mäuse wurden anschließend eine Woche lang mit 2 mg/ml Ampicillin im 
Trinkwasser behandelt. Vor einer Infektion konnten sich die Tiere mindestens drei Wochen 
von dem Eingriff erholen. 
FTY720 (von Dr. Volker Brinkmann, Novartis, zur Verfügung gestellt) wurde in einer 
Konzentration von 5 µg/ml dem Trinkwasser zugegeben. Soweit nicht anders angegeben, 
wurde mit der Behandlung einen Tag vor Infektion der Mäuse begonnen und die Anwendung 
bis zum Analysezeitpunkt fortgeführt. Das Trinkwasser mit dem FTY720 wurde alle drei 
Tage gewechselt. 
3.5 Zellaufreinigung 
Die Mäuse wurden durch Genickbruch getötet und die entsprechenden Organe entnommen. 
Die Milz wurde durch Passieren des Organs durch ein Metallsieb homogenisiert. Die roten 
Blutkörperchen wurden anschließend lysiert. Aus MLN und PLN wurde ebenfalls mittels 
eines Metallsiebes eine Einzelzellsuspension hergestellt. Die Zellen wurden anschließend mit 
PBS, 0,2 % Rinderserumalbumin (BSA) gewaschen. 
Die IEL aus dem Dünndarm wurden wie in der Literatur beschrieben isoliert (Rudolphi et al., 
96; Kursar et al., 02). Die Peyer-Plaques wurden entfernt, der Dünndarm aufgeschnitten und 
zweimal in PBS gewaschen. Der Dünndarm wurde 20 min bei 37 °C in komplettem RPMI-
Medium [RPMI 1640 (Gibco), 10 % Hitze-inaktiviertes fötales Kälberserum (Biochrom), 
2 mM L-Glutamin (Biochrom), 1 mM Natriumpyruvat (Biochrom), 50 µM Mercaptoethanol 
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(Gibco), je 10 U/ml Penicillin und Streptomycin (Biochrom), 10 mM HEPES (PAA 
Laboratories)] gerührt. Anschließend wurde der Darm zweimal mit PBS durch Schütteln für 
30 sek gewaschen. Der Überstand wurde durch ein 70 µm Nylonsieb (BD Bioscience) filtriert 
und anschließend zentrifugiert. Die Zellen wurden resuspendiert und in einem 40 % / 70 % 
Percoll-Gradienten (Biochrom) für 30nmin bei 600 × g zentrifugiert. Zellen aus der Interphase 
des Gradienten wurden in kompletten RPMI Medium aufgenommen und gewaschen. 
LPL aus dem Dünndarm wurden wie in der Literatur beschrieben isoliert (Rudolphi et al., 96; 
Harriman et al., 92; Kursar et al., 02). Nach der IEL-Isolation wurde der Dünndarm in 5 mm 
große Stücke geschnitten und für 30 min bei 37 °C unter Rühren in komplettem RPMI-
Medium mit 0,07 U/ml Kollagenase D (Roche) und 300 U/ml Kollagenase Typ VIII (Sigma) 
verdaut. Die Zellsuspension wurde durch ein 70 µm Nylonsieb filtriert und anschließend 
zentrifugiert. Die Zellen wurden resuspendiert und in einem 40 %  / 70 % Percoll-Gradienten 
für 30 min bei  600 × g und RT zentrifugiert. Zellen aus der Interphase des Gradienten 
wurden in komplettem RPMI-Medium aufgenommen und gewaschen. 
Die Leber wurde vor Entnahme durch Injektion von PBS in die vena hepatica perfundiert. 
Anschließend wurde die Leber entnommen, durch ein Eisensieb gerieben und so 
homogenisiert. Die Zellsuspension wurde mit PBS gewaschen, für 1 min bei 50 × g 
zentrifugiert und der Überstand gesammelt. Dieser Schritt wurde noch zweimal wiederholt. 
Die Überstände wurden abzentrifugiert und mit den Zellen im Pellet wurde eine 
Erythrozytenlyse durchgeführt. Anschließend wurden die Zellen über einem 40 % / 70 % 
Percoll-Gradienten weiter aufgereinigt. 
Soweit nicht anders angezeigt, wurden die Zellen eisgekühlt und bei 4 °C zentrifugiert. Nach 
der Aufreinigung wurden die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer unter dem Mikroskop 
gezählt, wobei tote Zellen durch Trypanblau-Färbung identifiziert wurden. 
3.5.1 Erythrozyten-Lyse 
Nach Isolation der Zellen aus den entsprechenden Geweben, wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen und in Erythrozyten-Lysepuffer (150 mM Ammoniumchlorid, 10 mM Kalium-
hydrogencarbonat, 100 nM Ethylendiamintetraessigsäure-di-Natriumsalz Dihydrat) 
resuspendiert. Nach 3 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen mit PBS, 0,2 % 
BSA gewaschen. 
3.6 Antikörper und Fluorochrome 
Für die Sortierung von Zellen und für die durchflusszytometrische Analyse wurden 
monoklonale Antikörper (mAk) verwendet (Tabelle 1).  Die mit der Herkunftsangabe MPIIB 
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versehenen  mAk wurden aus Hybridoma-Überständen über Protein G-Sepharose gereinigt. 
Die mAk wurden mit den Fluoreszenzfarbstoffen APC (Allophycocyanin), APC-Cy7, Cy5 
(Indiodicarbocyanin), FITC (Fluoreszein-Isothiozyanat), PE (R-Phycoerythrin), PE-Cy7, und 
PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) konjugiert bzw. in konjugierter Form von dem 
entsprechenden Hersteller bezogen. 
 
Tabelle 1: Monoklonale anti-Maus Antikörper. 
Spezifität Klon Herkunft
YTS191.1 MPIIB
GK1.5 BD Biosciences
YTS169 MPIIB
53-6.7 BD Biosciences
CD8β H35-17.2 MPIIB
CD16/CD32 2.4G2 MPIIB
CD45R (B220) RA3-6B2 MPIIB
MPIIB
eBioscience
CD90.1 (Thy1.1) HIS51 eBioscience
CD90.2 (Thy1.2) 53-2.1 BD Biosciences
CD94 18d3 eBioscience
CD244.2 (2B4) 2B4 BD Biosciences
IFN-γ XMG1.2 MPIIB, Berlin
KLRG1 2F1 BD Biosciences
MHC-II TIB 120 MPIIB
NK1.1 PK136 MPIIB
NKG2A/C/E 20d5 eBioscience
NKG2D CX5 eBioscience
TCRγδ GL3 MPIIB
CD4
CD8α
CD62L Mel-14
 
 
 
Mit magnetischen Beads gekoppelte anti-CD8α mAk und anti-FITC mAk wurden von 
Miltenyi erworben. Für eine direkte Fluoreszenzmarkierung von Zellen wurden CFSE (5-,6-
Carboxyfluorescein-diacetat-succinimidylester) (Molecular Probes), PI (Propidiumjodid) 
(Sigma) und 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) (BD Bioscience) verwendet. Rattenserum 
zum Blockieren unspezifischer Bindungen wurde von der BfR bezogen. 
3.7 Zellfärbung und durchflusszytometrische Analyse 
3.7.1 Extrazelluläre Färbung mit Antikörpern 
2 × 106 Zellen wurden für 5 min bei 4 °C mit Ratten IgG Ak und anti-CD16/CD32 mAk in 
PBS, 0,2 % BSA inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierten Ak für 15-20 min bei 4 °C inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit   PBS, 
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0,2 % BSA gewaschen und in PBS aufgenommen.  Propidiumjodid  oder 7-AAD wurden kurz 
vor einer duchflusszytometrischen Analyse zugegeben. 
3.7.2 Tetramerfärbung 
Für die durchflusszytometrische Analyse wurden 2 × 106 Zellen für 15 min bei 4 °C mit 
Ratten IgG Ak, anti-CD16/CD32 mAk und Streptavidin (Jackson ImmunoResearch) in PBS, 
0,2 % BSA inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit PE-konjugierten MHC-Klasse-I-
OVA257-264-Tetrameren und verschiedenen Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten mAk für 60 min 
bei 4 °C inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen mit   PBS, 0,2 % BSA gewaschen und in 
PBS aufgenommen. Propidiumjodid oder 7-AAD wurden kurz vor der duchflusszytometri-
schen Analyse zugegeben. 
3.7.3 In vitro Restimulation von Zellen und intrazelluläre Zytokinfärbung 
Die Zellen (1 bis 4 × 106) wurden in 1 ml kompletten RPMI 1640 Medium aufgenommen und 
für 5 h mit den Peptiden Listeriolysin-O Aminosäure 190-201 (LLO190-201, 
NEKYAQAYPNVS) oder Ovalbumin257-264 (OVA257-264, SIINFEKL) je 10-6 M stimuliert 
(JPT).  Für die letzten 4 h der Inkubation wurden 10 µg/ml Brefeldin A (Sigma) zugegeben. 
Nach der Stimulation wurden die Zellen gewaschen und für 10 min mit Ratten IgG Ak und 
anti-CD16/CD32 mAk inkubiert, um unspezifische Antikörperbindungen zu blockieren. 
Nachfolgend wurden die Zellen entweder mit PE-konjugiertem anti-CD4 mAk oder Cy5-
conjugierten anti-CD8α mAk gefärbt. Nach 30 min Färbung auf Eis wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen und für 20 min bei Raumtemperatur mit PBS, 4 % Paraformaldehyd fixiert. 
Die Zellen wurden mit PBS, 0,1 % BSA gewaschen, mit PBS, 0,1 % BSA, 0,5 % Saponin 
(Sigma) permeabilisiert und in diesem Puffer mit Ratten IgG Ak und anti-CD16/CD32 mAk 
inkubiert. Nach 5 min wurden FITC-konjugierte anti-IFN-γ mAk oder Isotyp-Kontroll-Ak 
zugegeben. Nach 20 weiteren Minuten bei RT wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 
PBS, 1 % Paraformaldehyd fixiert. 
 
3.7.4 Durchflusszytometrische Analyse 
Die Zellen wurden mit einem FACS-Calibur oder FACS-Canto und entsprechend mit der Cell 
Quest 3.0 oder DIVA Software gemessen (alle BD Bioscience). Die Analyse der so 
erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm FCS Express (De Novo Software). 
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3.8 Herstellung von MHC-Klasse-I-Tetrameren 
H-2Kb/OVA257-264-Tetramere wurden wie beschrieben (Busch et al., 98; Altman J.D. und 
Davis M.M., 03) hergestellt. Modifizierte Versionen der cDNA des H-2Kb und des humanen 
β2m wurden freundlicherweise von Dr. E. Pamer und  Dr. D. Busch zur Verfügung gestellt. 
Humanes β2m und die extrazelluläre Domäne des H2Kb, welche mit einem Peptid mit einer 
speziellen Biotinylierungsstelle fusioniert war, wurden als rekombinante Proteine in E.coli 
exprimiert. Die Proteine wurden aufgereinigt, in 8 M Urea gelöst und in einem Rückfaltungs-
puffer gegeben, welcher das OVA257-264 Peptid (SIINFEKL)  enthielt. Die dabei entstandenen 
löslichen monomeren MHC-Klasse-I-Kompexe wurden mittels Gelfiltration aufgereinigt und 
mit Hilfe der Biotin Protein Ligase BirA (Avidity) enzymatisch biotinyliert. Freies Biotin 
wurde durch Reinigung der Komplexe mittels Gelfiltration abgetrennt. Für die Herstellung 
tetramerer MHC-Peptid-Komplexe wurde PE-konjugiertes Streptavidin (Molecular Probes) in 
einem molaren Verhältnis von 1 : 4 zu den Monomeren gegeben. Die Tetramere wurden 
durch Gelfiltration aufgereinigt und bei 4 °C gelagert. 
3.9 Isolierung von Zellpopulationen durch magnetische und 
durchflusszytometrische Sortierung (MACS und FACS) 
Die Sortierung mit magnetischen Beads (MACS) (Miltenyi) wurde angewendet, um 
Zellpopulationen anzureichern. MACS wurde sowohl zur positiven Selektion als auch zur 
Depletion unerwünschter Zellen  eingesetzt. Die Zellen wurden entweder mit Beads selektiert, 
an die Ak gegen bestimmte Oberflächenmoleküle gekoppelt waren, oder die Zellen wurden 
mit Fluorochrom-gekoppelten Ak gefärbt und anschließend mit Beads selektiert, an die den 
Farbstoff bindende Ak gekoppelt waren. Die Zellen wurden gemäß den Herstellerangaben mit 
den Beads inkubiert und nachfolgend auf LS-Säulen  (Miltenyi) geladen, die sich in einem 
Magnetblock befanden. An die Beads gebundene Zellen wurden auf der Säule 
zurückgehalten, während ungebundene Zellen von der Säule gewaschen wurden. Im Falle der 
Depletion enthielt der Durchlauf die Zielzellen und wurde weiterverwendet. Im Falle der 
positiven  Selektion wurde die Säule aus dem Magnetfeld entfernt und die magnetisch 
markierten Zellen eluiert. 
Die durchflusszytometrische Sortierung (FACS) wurde in der Durchflusszytometrie-Service-
einheit des MPI für Infektionsbiologie durchgeführt. Die Zellen wurden mit Ak und 
gegebenenfalls MHC-Klasse-I-Tetrameren gefärbt und anschließend mit einem FACS-DIVA-
Sorter (BD Bioscience) sortiert. Zum Ausschluss toter Zellen wurde kurz vor der Sortierung 
DAPI (4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid) zugegeben. Alle Schritte wurden auf 
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Eis durchgeführt und die sortierten Zellen in einem gekühlten Röhrchen mit 500 µl PBS, 0,1 
% BSA aufgefangen. 
3.10 Transferexperimente 
Bei den Zelltransferexperimenten sollte bei der späteren Analyse zwischen Empfänger- und 
Donor-Zellen unterschieden werden. Daher wurden die zu transferierenden Zellen aus 
Mäusen isoliert, die sich im Thy1 Antigen von den Rezipienten-Tieren unterschieden, 
ansonsten aber genetisch identisch waren. Zunächst wurden die Lymphozyten aus den 
Spendertieren isoliert und gegebenenfalls noch bestimmte Zellpopulationen mittels 
magnetischer Zellsortierung angereichert. Zur Untersuchung der Zellproliferation wurden die 
Zellen vor dem Transfer fluoreszenzmarkiert. Hierfür wurden die Zellen zweimal mit PBS 
gewaschen, 4 min mit 2 µM Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE, Molecular 
Probes) inkubiert.  Nachfolgend wurden die Zellen einmal mit PBS, 0,5 % BSA und zweimal 
mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in einem Volumen von maximal 300 µl in die laterale 
Schwanzvene der Empfängertiere injiziert. 
3.11 RNA-Isolierung aus Einzelzellsuspension 
Die gesamt-RNA aus CD8+ T-Zellen wurde mit der TRIzol®-Reagenz-RNA-Präparations-
methode (Invitrogen) isoliert. Nach der durchflusszytometrischen Sortierung wurden die 
Zellen in 500 µl TRIzol®  resuspendiert und dann bei –80 °C eingefroren. Die Suspension 
wurde gemäß den Herstellerangaben aufgetaut und  für die RNA-Isolierung weiterverarbeitet. 
In einem Experiment für die RNA-Isolierung wurde das PicoPureTM RNA Isolation Kit 
(Arcturus) verwendet, in einem anderen bei der TRIzol® Isolierung die Fällung der RNA 
durch Zugabe von Glykogen und Ammoniumacetat (beides von Ambion) gefördert. Die RNA 
Integrität und Menge wurde abschließend mit einem Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) 
bestimmt. 
3.12 Microarray-Analyse 
Die Microarray-Experimente wurden als zweifarbige Hybridisierungen durchgeführt. Die 
gesamt-RNA aus Einzelzellsuspensionen wurde wie in Abschnitt 3.11 beschrieben extrahiert. 
Nachfolgend wurde die RNA mit dem Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit 
(Agilent Technologies) amplifiziert und fluoreszenzmarkiert. Pro Probe wurde für zwei unter-
schiedliche Farbmarkierungen je eine zwischen 120 ng und 410 ng liegende RNA-Menge 
eingesetzt. Hierbei wurde die gesamt-RNA zunächst mit einem oligo-dT-Primer, der die 
Sequenz des T7-Polymerase-Primers trug, und reverser Transkriptase in cDNA 
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umgeschrieben. Hierbei fand eine lineare Amplifikation statt. Anschließend wurde mit einer 
T7-RNA-Polymerase unter Einbau von entweder Cyanin 3-CTP oder Cyanin 5-CTP (NEB 
Life Science Products) die cDNA wieder in cRNA umgeschrieben, was wiederum eine lineare 
Amplifikation beinhaltete. Die markierte cRNA wurde über RNeasy Säulen (Qiagen) 
gereinigt und mit einem Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) quantifiziert. 
Die markierte cRNA aus Milzzellen wurden mit der aus Leber, IEL oder LPL stammenden 
cRNA, die mit der zweiten Farbe markiert war, gemischt, fragmentiert und mit einem Array 
hybridisiert. Hierfür verwendet wurden ein spezieller 8,4 K-Oligonukleotid-Array, der 8013 
Gensequenzen abdeckt, die als immunologisch relevant vorhergesagt wurden, und ein 44 K-
Oligonukleotid-Array, welcher nahezu das gesamte Mausgenom abdeckt (beide Agilent 
Technologies). Für den 8,4 K-Array wurden in verschiedenen Experimenten 2,5 µg oder 2 µg 
markierte RNA je Farbe eingesetzt. Für den 44 K-Array wurden 2 µg markierte RNA je Farbe 
eingesetzt. Um eventuelle Effekte der Farbstoffe wie z.B. unterschiedlich guten Einbau in die 
RNA zu kompensieren, und um die Analyse statistisch relevanter Daten zu gewährleisten, 
wurde ein Farbtausch durchgeführt. Die RNA-Proben wurden vice versa mit den zwei 
fluoreszierenden Farbstoffen markiert und es wurden zwei unabhängige Hybridisierungen der 
RNA desselben Ursprungs aber mit unterschiedlicher Markierung durchgeführt. Diese beiden 
Hybridisierungen sowie das nachfolgende Auslesen wurden jeweils parallel durchgeführt, um 
identische Versuchsbedingungen zu gewährleisten und damit die Vergleichbarkeit der durch 
den Farbtausch erhaltenen Datenpaare sicherzustellen. Das Auslesen der Microarrays wurde 
mit einer Auflösung von 5 µm mit einem DNA-Microarray-Laser-Scanner (Agilent 
Technologies) ausgeführt. Die Daten wurden mit dem Bildanalyse-Werkzeug von Agilent 
Technologies (feature extraction Version A.7.1.1 und A.7.5.1) unter Verwendung der 
Standardeinstellungen extrahiert. Die Datenanalyse wurde mittels der Rosetta-Resolver-
Software (Rosetta Biosoftware) durchgeführt. 
 
3.13 Statistische Analyse 
Wenn nicht anders angezeigt, bestanden experimentelle Gruppen aus mindestens drei Mäusen 
pro Gruppe, wobei die Tiere individuell analysiert wurden. Für die statistische Analyse der 
Zellfrequenzen wurde der Student`s T-Test angewendet. Bakterientiter wurden mit dem 
Mann-Whitney-Test verglichen. Unterschiede wurden als signifikant angesehen, wenn P≤0,05 
war. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Charakterisierung mukosaler CD8αβ+ T-Lymphozyten nach 
bakterieller Infektion 
Der Darm beherbergt eine Vielzahl von kommensalen Mikroorganismen, die zum Nahrungs-
aufschluss beitragen. Die Darmmukosa toleriert bis zu einem gewissen Grad die äußerliche 
Besiedlung mit diesen Organismen. Sie verhindert in der Regel das Eindringen von Krank-
heitserregern in den Körper, lässt aber gleichzeitig die Aufnahme von Nährstoffen zu. Um alle 
diese Funktionen gewährleisten zu können, bedarf es einer besonderen Regulation und 
Zusammensetzung der Immunzellen in der Darmmukosa. Im folgenden Abschnitt der 
vorliegenden Arbeit wurden CD8αβ+ T-Zellen, welche Teil des adaptiven Immunsystems 
sind, auf Veränderungen ihrer Eigenschaften oder Komposition im Dünndarmepithel hin 
untersucht. 
4.1.1 Transkriptomvergleich von antigenspezifischen CD8αβ+ T-Zellen aus Milz, 
Leber und Dünndarmepithel  nach Listerieninfektion 
Um bislang unbekannte Faktoren, welche die differentielle Migration und Funktion von 
mukosalen CD8αβ+ T-Zellen  beeinflussen, zu identifizieren, wurde eine Mikroarray-Analyse 
durchgeführt. Hierfür wurden Mäuse intragastrisch mit Listerien infiziert und zum Zeitpunkt 
der maximalen Expansion antigenspezifischer T-Zellen, am Tag 9 nach Infektion, wurden 
CD8+ T-Zellen gleichen Phänotyps aus Milz, Leber und Dünndarm isoliert. Pro Experiment 
wurden Lymphozyten aus den Organen von 6-8 Mäusen entnommen. Die Zellen gleicher 
Organe wurden für die weitere Aufreinigung vereinigt. Die Lymphozyten wurden entweder 
direkt, mittels Durchflusszytometrie sortiert oder zuvor durch MACS angereichert und danach 
durchflusszytometrisch sortiert. 
Eine MACS-Auftrennung wurde vorgeschaltet, um die Zielpopulation soweit anzureichern, 
dass eine ausreichende Effizienz der durchflusszytometrischen Sortierung gewährleistet war, 
die Zeit der Sortierung insgesamt möglichst kurz war, und um die Reinheit der am Ende 
erhaltenen Zellpopulation zu erhöhen. Bei sehr geringen Mengen an Ausgangszellen oder 
genügend hohen Frequenzen der Zielzellen, wie z.B. in der Leber, wurde auf eine MACS-
Vorsortierung verzichtet. 
Für die Vorsortierung mit magnetischen Beads wurden zwei verschiedene Strategien 
angewandt. Zur positiven Selektion wurden an anti-CD8α-mAk gekoppelte magnetische 
Beads verwendet. Alternativ wurden in einer negativ-Selektion die CD8α+ T-Zellen durch 
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Depletion der übrigen Zellen angereichert. Hierfür wurden die Zellen mit an FITC-
gebundenen anti-CD4-, anti-MHC-II-, anti-B220- und anti-CD62L-mAk gefärbt und nach 
zweimaligem Waschen mit an anti-FITC-mAk-gekoppelten magnetischen Beads inkubiert. 
Unerwünschte Zellen konnten so auf LS-Säulen zurückgehalten werden, während sich die 
aktivierten CD62Llow CD8+ T-Zellen im Durchlauf der Säulen anreicherten. Die negative 
Selektion sollte die Zellen möglichst unberührt lassen. In den späteren Experimenten wurde 
jedoch eine positive Selektion durchgeführt, um insbesondere in den IEL die Verunreinigung 
mit Epithelzellen zu minimieren. 
Für die nachfolgende durchflusszytometrische Sortierung wurden die Zellen mit anti-CD8α-
mAk und, sofern noch nicht fürs MACS geschehen, mit Ak gegen den Aktivierungsmarker 
CD62L angefärbt. Um möglichst homogene Zellpopulationen zu isolieren, die während ein 
und derselben Infektion aktiviert wurden und die das gleiche Antigen erkennen, wurden die 
Zellen außerdem mit MHC-Klasse-I-Tetrameren angefärbt. Die  verwendeten OVA257-264-
Tetramere färben T-Zell-Rezeptoren an, die ein immundominantes Epitop des Ovalbumin-
Proteins erkennen. Für diese Versuche wurden C57BL/6 Mäuse mit LmOVA infiziert. 
In einem initialen Versuch wurde auf die Eingrenzung auf Tetramer-spezifische Zellen 
verzichtet. Hier wurden Balb/c Mäuse mit Wildtyp-Listerien infiziert. Bei der 
durchflusszytometrischen Zellsortierung wurden CD8α+, CD8β+ und CD62Llow Zellen 
isoliert. Der anti-CD8β-mAk konnte in den übrigen Experimenten nicht gleichzeitig mit den 
MHC-Klasse-I Tetrameren verwendet werden, da er mit der Tetramerfärbung interferierte und 
zu stark reduzierten Frequenzen Tetramer-positiver Zellen führte. Zum Ausschluss 
falschpositiver Zellen wurde in einem Experiment stattdessen mit einem anti-TZRγδ Ak 
zusätzlich zur Tetramerfärbung gefärbt, um Verunreinigungen mit TZRγδ+ T-Zellen zu 
minimieren. Tote Zellen wurden durch Färbung mit DAPI ausgeschlossen. 
Ein Überblick über die in den einzelnen Experimenten zur durchflusszytometrischen 
Zellsortierung verwendeten Oberflächenmarker, sowie die Anzahl der erhaltenen und weiter-
verwendeten aufgereinigten Zellen, ist in Tabelle 2 gegeben. Die Auswahl der Population, die 
durchflusszytometrisch sortiert wurde, ist exemplarisch in Abbildung 1 gezeigt. 
Aufgrund der geringen Ausbeute der gewünschten Zellpopulationen  wurde auf eine 
Reanalyse der sortierten Zellen verzichtet. Üblicherweise liegt die Reinheit der so sortierten 
Zellen aber bei über 90 %, oft bis zu 98 %. 
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Tabelle 2: Isolierung antigenspezifischer CD8+ T-Zellen aus verschiedenen Geweben. 
Mausstamm 
Anzahl der 
Tiere 
Organ Vorsortierung mit 
magnetischen Beads 
Marker für Zellisolierung Anzahl der Zellen nach 
durchflusszytometrischer 
Sortierung [× 106] 
Array 
Milz negativ: anti-FITC-Beads 1,3 
Leber keine 0,7 
IEL keine 4,6 
Balb/c 
8 
LPL keine 
CD8αβ+ CD62Llow
0,6 
1 [8,4 K]
Milz negativ: anti-FITC-Beads 1,8 
Leber keine 0,5 
C57BL/6 
6 
IEL keine 
CD8α+ CD62Llow  
OVA257-264-Tetramer+
0,6 
2 [8,4 K]
Milz 0,43 C57BL/6 
6 IEL 
positiv: anti-CD8-Beads CD8α+ CD62Llow  
OVA257-264-Tetramer+  
TZRγδ− 0,68 
3 [8,4 K]
Milz positiv: anti-CD8-Beads 0,29 
Leber  keine 0,48 
C57BL/6 
8 
IEL positiv: anti-CD8-Beads
CD8α+ CD62Llow  
OVA257-264-Tetramer+ 
TZRγδ−
0,21 
4 [44 K]
 
 
Die Lymphozyten des Dünndarmes können in LPL und IEL eingeteilt werden. Pro Maus 
konnten nur ca. 2 × 106 LPL isoliert werden. Außerdem war durch den zur Isolierung einge-
setzten enzymatischen Verdau die Zellsuspension recht stark mit Zell- und Matrixfragmenten 
verunreinigt, was die Effizienz insbesondere der duchflusszytometrischen Sortierung 
verminderte. Daher konnten weder mit MACS Vorsortierung noch ohne ausreichend mit 
Tetrameren angefärbte, antigenspezifische CD8+ T-Zellen für eine Transkriptomanalyse 
mittels durchflusszytometrischer Sortierung isoliert werden. Diese Zellpopulation wurde 
desshalb nur bei dem Vergleich der aktivierten CD8αβ+ T-Zellen untersucht. 
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Abbildung 1: Durchflusszytometrische Sortierung antigenspezifischer CD8+ T-Zellen. Am Beispiel der 
Milz- und IEL-Zellen, deren RNA für die Expressionsanalyse auf dem 44 K-Array verwendet wurde, ist die 
Auswahl der Populationen für die durchflusszytometrische Sortierung gezeigt. Ausgangsmaterial waren mit anti-
CD8-mAk-Beads magnetisch vorsortierte Zellen. Auf den Dot-Plots ist jeweils die im Plot zuvor eingegrenzte 
Population angezeigt. Die Zahlen in der rechten oberen Ecke geben den Prozentsatz der Zellen der neu einge-
grenzten Population innerhalb der Elternpopulation an. Die Zahl direkt über Population vier (P4), der 
Zielpopulation, zeigt deren prozentualen Anteil an allen eingesetzten Zellen. SSC Seitwärtsstreulicht, FSC 
Vorwärtsstreulicht. 
 
Nach der Sortierung wurden die Zellen abzentrifugiert und in TRIzol® aufgenommen, um 
eine Degradation der RNA zu verhindern. Die Proben wurden bei –80 °C eingefroren und bis 
zur RNA-Isolierung gelagert. Die Gesamt-RNA wurde wie unter Punkt 4.8 beschrieben 
isoliert und die Menge, sowie die Qualität der RNA mittels eines Bioanalysers 2100 (Agilent 
Technologies) bestimmt. Die Konzentration der jeweils gewonnenen RNA lag zwischen 
30_ng/µl und 640 ng/µl. Die RNA wurde mit Cy5 oder Cy3 markiert und dabei linear 
amplifiziert. Hybridisiert wurde sie mit einem maßgefertigten 8,4 K-Oligonukleotid-Array, 
der 8013 Gensequenzen, die als immunologisch relevant vorhergesagt wurden, abdeckt oder 
mit einem 44 K-Oligonukleotid-Array, welcher das gesamte Mausgenom abdeckt (beide 
Agilent Technologies). Die RNA aus den Milz CD8+ T-Zellen wurde hierbei jeweils mit der 
RNA aus CD8+ T-Zellen, die aus einem anderen Gewebe isoliert wurden, gemeinsam 
hybridisiert. Als Ergebnis wurden die Unterschiede in der Genexpression von T-Zellen des 
entsprechenden Gewebes gegenüber jener in korrespondierenden Milzzellen erhalten. Jede 
dieser Kombination aus zwei RNA Proben wurde auf zwei Arrays hybridisiert, wobei die 
Farbmarkierung der RNA getauscht wurde, um Effekte der Farbmarkierung auszuschließen 
und Fehler zu minimieren. Beim Auslesen wurde die Farbe und Intensität der einzelnen 
Punkte auf dem Array gemessen. Analysiert wurden die Daten mit der Rosetta Inpharmics 
Resolver Software. Zunächst wurde das Verhältnis der normalisierten Signalintensitäten 
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beider Farben je Sequenz (ratio) auf dem einen Array mit der ratio auf dem zweiten Array mit 
gegensätzlicher Farbmarkierung der RNA verglichen (Abbildung 2A). Nur antikorrelierte 
Gene wurden als differentiell reguliert betrachtet und in die weitere Analyse einbezogen. Dies 
waren solche, die z.B. in der ersten Hybridisierung für Cy5 und in der zweiten Hybridisierung 
nach Farbtausch für Cy3 eine ähnliche Intensität zeigten. Als signifikant unterschiedlich 
wurden nur solche Sequenzen betrachtet, für die die Resolver Software in den beiden 
Hybridisierungen jeweils einen P-Wert ≤ 0,05 berechnet hatte. 
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Abbildung 2: Korrelation der ratio Profile nach Farbtausch und Intensitätsplot nach Verrechnung der 
zwei unabhängigen Hybridisierungen gegensätzlich Cy5 und Cy3 markierter RNA. Gezeigt ist der 
Vergleich von antigenspezifischen CD8+ T-Zellen aus der Milz mit Zellen aus dem Dünndarmepithel (IEL) und 
der Vergleich dieser Zellen aus der Milz mit Zellen aus der Leber, hybridisiert auf einem 44 K-Maus-Array. (A) 
Vergleichsplots der log10 ratios für Sequenzen zweier Hybridisierungen nach Farbtausch. (B) Intensitätsplot der 
sich aus der Verrechnung beider Hybridisierungen ergebenden Intensitäten, angegeben als log10. Die außerhalb 
der roten Linien liegenden Datenpunkte sind mehr als 2-fach unterschiedlich. 
 
Die in den beiden Hybridisierungen erhaltenen x-fachen Unterschiede und Intensitäts-Werte 
wurden zu je einem Wert verrechnet (Abbildung 2B). Bei der Berechnung dieser Werte 
wurden die Ausgangswerte nach ihrem jeweiligen Fehlerwert gewichtet. Werte, die in beiden 
Hybridisierungen einen P-Wert ≤ 0,05 hatten, die antikorreliert waren und die nach 
Verrechnung der beiden Werte einen mindestens 2-fachen Unterschied aufwiesen, werden im 
Nachfolgenden als differentiell reguliert betrachtet und bezeichnet. 
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Tabelle 3 zeigt die Anzahl, der in den einzelnen Experimenten jeweils differentiell regulierten 
Gene und gibt an, wie viele von ihnen im Vergleich zur Expression in Milz CD8+ T-Zellen 
herauf oder herunter reguliert waren. Beim Vergleich von CD8αβ+ CD62Llow T-Zellen 
(Analyse 1) waren 615 Gene in den IEL anders als in entsprechenden Zellen aus der Milz 
reguliert. In den LPL wurden 525 unterschiedlich regulierte Gene bestimmt und in der Leber 
deutlich weniger, nämlich nur 160. Die differentiell exprimierten Gene waren ungefähr zu 
gleichen Teilen herauf oder herabreguliert. Zwischen den in IEL und LPL differentiell zu 
Milzzellen regulierten Genen gab es eine Überschneidung von 335 Genen (Abbildung 3A). 
Die beiden Vergleiche antigenspezifischer CD8+ T-Zellen auf 8,4 K-Arrays (Analyse 2 und 3) 
ergaben für die IEL eine deutlich kleinere Anzahl unterschiedlich regulierter Gene, die aber 
zwischen den beiden Versuchen vergleichbar war (250 und 238, siehe Tabelle 3). Die Über-
schneidung zwischen diesen beiden Datensätzen betrug allerdings nur 133 Gene (Abbildung 
3D). Für Zellen aus der Leber wurden in Analyse 2 nur 19 unterschiedlich regulierte Gene 
identifiziert. Diese Zahl ist im Vergleich zu den in Analyse 1 und 4 erhaltenen Anteilen 
unterproportional. Bei Analyse 3 war die Menge der isolierten RNA aus der 
Leberlymphozyten-Population nicht ausreichend für eine Transkriptomanalyse. 
Überlappungen der jeweils differentiell regulierten Gene zwischen den Proben aus verschie-
denen Organen innerhalb eines Experimentes, sowie zwischen einzelnen Experimenten sind 
detaillierter in Abbildung 3 dargestellt. 
 
Tabelle 3: Anzahl der unterschiedlich regulierten Gene. 
Analyse 
Array 
 Organ ≥ 2 × herauf herunter
IEL 615 308 307 
Leber 160 89 71 
1 [8,4 K] 
LPL 525 263 262 
IEL 250 163 87 2 [8,4 K] 
Leber 19 11 8 
3 [8,4 K] IEL 238 118 120 
IEL 1233 668 565 4 [44 K] 
Leber 299 186 113 
Gezeigt sind Gene, die in den angegebenen CD8+ T-Zell-Populationen aus IEL oder Leber eine mindestens 2-
fach  unterschiedliche Expression gegenüber den entsprechenden Milz-CD8+ T-Zellen hatten. Berücksichtigt 
sind nur Gene, die diesen Unterschied antikorreliert in 2 unabhängigen Hybridisierungen der Cy5- und Cy3-
markierten  RNA pro Versuch aufwiesen. 
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Um eine größere Sicherheit über reproduzierbar in den IEL differentiell zu Milz CD8+ T-
Zellen regulierte Gene zu erlangen, wurde eine dritte Hybridisierung von RNA aus antigen-
spezifischen CD8+ T-Zellen durchgeführt. Diesmal wurde der mittlerweile verfügbare 
Gesamt-Mausgenom Array von Agilent verwendet, um so gleichzeitig Hinweise auf für die 
Modulierung der Zellen wichtige, auf dem 8,4 K-Array nicht erfasste Gene zu erlangen. Von 
den über 40.000 erfassten Sequenzen zeigten 1233 also ca. 3 % in den IEL einen mindestens 
2-fachen Unterschied gegenüber Milz CD8+ T-Zellen. In der Leber waren dies nur 299 
Sequenzen, von denen sich gut die Hälfte in der Liste, der in den IEL differentiell 
exprimierten Sequenzen wiederfand (Tabelle 3 und Abbildung 3E). 
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Abbildung 3: Venn-Diagramme der Mikroarray-Analyse von CD8+ T-Zellen aus Milz, Leber, IEL und 
LPL. Gezeigt sind Gene, die in den Zellen aus den entsprechenden Organen gegenüber Milzzellen derselben 
Präparation mindestens 2-fach unterschiedlich exprimiert waren. A, B und E zeigen die Anzahl der Gene, die in 
nur einem oder mehreren Organen einer Versuchsgruppe unterschiedlich gegenüber der Milz exprimiert waren. 
In C und D ist die Anzahl von Genen dargestellt, deren differentielle Expression gegenüber der Milz in den 
angezeigten Organen aus zwei unabhängigen Versuchen überlappte oder unterschiedlich war. Zur Übersicht über 
die Versuche 1-4 siehe Tabelle 2. 
 
Um Gene zu identifizieren, die in den IEL reproduzierbar differentiell reguliert waren, 
wurden nur diejenigen Sequenzen betrachtet, die in allen vier Experimenten mindestens 2-
fach unterschiedlich exprimiert waren. Zur weiteren Eingrenzung wurde für Analyse 3, für die 
zusammen mit Analyse 4 die größte Reinheit der sortierten Zellen angenommen wurde, ein 
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Schwellenwert von 3-fach unterschiedlicher Expression gesetzt. Dieser höhere Schwellenwert 
sollte die Wahrscheinlichkeit, dass der Unterschied auch mit alternativen Methoden wie z.B. 
FACS eindeutig nachweisbar ist, und dass er biologische relevant ist, erhöhen. Die resultie-
renden 31 Gene sind in Tabelle 4 aufgelistet. Zu erwähnen ist das Auftauchen des Genes  
T-Zell-Rezeptor Gamma Variable 4, und des Hitzeschock-Proteins Hspa1a in dieser Liste. 
Die stärkere Expression des Genes T-Zell-Rezeptor Gamma Variable 4 kann auf eine 
Verunreinigung der IEL Population mit TZRγδ+ T-Zellen hindeuten. Die relative Fluores-
zenzintensität für dieses Gen in den Milzproben lag bei einem Wert von 1000. Dieser Wert 
liegt deutlich über den Hintergrundwerten (< 100-200), sodass das Transkript auch tatsächlich 
aus CD8αβ+ T-Zellen stammen kann. Die starke Expression des Hitzeschock-Proteins Hspa1a 
kann durch während des Aufreinigungsprozess induzierten Stress bedingt sein. Möglich ist 
aber auch, dass das Darmmillieu, z.B. durch eine höhere Konzentration an toxischen Stoffen, 
wirklich eine stärkere Expression des Hspa1a in den IEL bewirkt. Das Integrin-αE war in 
allen vier Experimenten in den IEL deutlich heraufreguliert. Die Hochregulation von Integrin-
αE, ist für intraepitheliale CD8+ T-Zellen im Dünndarm charakteristisch (Kilshaw und 
Murant, 90; Ericsson et al., 04). Daher zeigt dieses Gen, dass mit der hier durchgeführten 
Analyse gewebespezifische Expressionsunterschiede in den T-Zellen aufzeigbar sind. 
Sieben der Gene sind mit dem Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Signalweg (MAPK-Signal-
weg) assoziiert (annotiert über KEGG_PATHWAY mit DAVID (Database for Annotation, 
Visualization, and Integrated Discovery)), darunter vier dual specificity phosphatase Gene. 
Fünf Gene konnten mit Chemotaxis assoziiert werden (Gene Ontology Term Biologisches 
Produkt, Ebene 4, DAVID). Dies waren der Chemokin-(C-motif)-Ligand 1 (Lymphotactin), 
die Chemokin-(C-C motif)-Liganden 3 und 4, (MIP-1α und MIP-1β), der Chemokinrezeptor 
2 sowie Interferon-γ. Hormonelle Einflüsse wurden durch die verstärkte Expression des 
Prostaglandin-E-Rezeptors 4 (Subtyp EP4) sowie der beiden Gene nuclear receptor subfamily 
4 group A member 1 und 2 (NUR77 und NURR1), welche zur Familie der Steroid-Hormon-
rezeptoren gehören, sichtbar. Die beiden letzteren Gene kodieren Transkriptionsfaktoren, die 
voraussichtlich keine Hormone als direkte Liganden binden (Wang et al., 03). Für NURR1 ist 
aber z.B. eine Induktion durch Prostaglandin E2 oder das corticotropin-releasing-hormon 
(CRH) (Holla et al., 06; Murphy und Conneely, 97) beschrieben. 
Des Weiteren kodieren zwei der Gene, nämlich der natural killer cell receptor 2B4 (CD244) 
und der killer cell lectin-like receptor subfamily G member 1 (KLRG1), für NK-Zell-
Rezeptoren. 
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Tabelle 4: In vier Experimenten in den IEL anders als in der Milz exprimierte Gene. 
x -facher Unterschied zur Milz 
IEL Leber 
Accession 
number 
Sequenzname Gen 
1 2 3 4 1 2 4    
-11,7 -4,9 -6,1 -6,5 1,0 -1,1 1,1 NM_010730 Anxa1 annexin A1 
17,0 2,6 4,8 4,1 1,4 -1,1 1,2 AF184208a NK cell receptor 
2B4 
CD244 natural killer cell receptor 2B4 
2,9 5,1 7,0 16,9 -1,2 1,6 1,2 NM_008510 Scyc1 chemokine (C motif) ligand 1 
9,7 3,6 5,1 10,8 2,4 1,8 1,7 NM_011337 Scya3 chemokine (C-C motif) ligand 3 
10,7 5,6 7,7 15,2 3,2 2,5 1,6 NM_013652 Scya4 chemokine (C-C motif) ligand 4 
-8,2 -3,3 -4,2 -3,6 1,5 -1,4 -1,2 NM_009915 Cmkbr2 chemokine (C-C) receptor 2 
12,5 4,7 7,2 7,3 3,9 1,6 1,5 NM_009895 Cish cytokine inducible SH2-containing protein 
8,1 5,3 5,7 18,6 4,8 2,9 3,8 NM_013642 Ptpn16 dual specificity phosphatase 1 
2,1 2,8 4,3 5,1 2,0 1,7 1,7 NM_010090 Dusp2 dual specificity phosphatase 2 
5,0 3,4 8,1 10,6 2,0 1,4 2,5 BE852540b BE852540 dual specificity phosphatase 6 
2,4 4,2 3,7 6,7 -1,3 1,3 1,7 AI158871c Dusp10 dual specificity phosphatase 10 
4,5 4,3 3,0 13,9 2,0 1,6 1,7 NM_007913 Egr1 early growth response 1 
29,0 6,6 11,5 14,5 1,7 -1,3 1,2 NM_018882 Cyt28 G protein-coupled receptor 56 
5,0 4,7 4,0 5,8 2,2 1,2 -1,0 NM_008655 Myd118 growth arrest and DNA-damage-inducible 
45 beta 
12,8 2,4 8,1 47,9 -1,7 1,0 -1,1 NM_008399 Itgae integrin, alpha E, epithelial-associated 
7,2 4,7 4,7 7,2 7,7 3,5 2,5 M28621d Ifng interferon gamma 
-6,7 -3,1 -5,9 -4,2 -1,0 -1,4 -1,3 NM_010553 Il18rap interleukin 18 receptor accessory protein 
9,1 4,3 4,1 7,0 4,0 2,0 1,9 NM_008416 Junb Jun-B oncogene 
-11,6 -4,0 -5,1 -3,1 -1,1 -1,4 -1,1 NM_016970 Klrg1 killer cell lectin-like receptor subfamily G, 
member 1 
-6,1 -4,7 -4,9 -2,8 1,2 -1,2 -1,3 NM_008495 Lgals1 lectin, galactose binding, soluble 1 
36,3 3,9 5,4 5,8 2,2 1,2 1,1 NM_019980 LOC56722 LPS-induced TN factor 
-7,1 -3,8 -6,3 -3,5 1,2 1,0 -1,2 NM_010741 Ly6c lymphocyte antigen 6 complex, locus C 
-4,7 -3,3 -4,2 -2,2 1,3 1,0 -1,0 AF231406e Ly6i lymphocyte antigen 6 complex, locus I 
47,4 55,4 34,7 32,3 15,9 6,8 3,9 M12571f Hspa1a Mus musculus heat shock protein 1A 
(Hspa1a), mRNA [NM_010479] 
5,9 6,6 3,2 37,4 1,8 1,9 2,0 NM_010444 Nr4a1 nuclear receptor subfamily 4, group A, 
member 1 
22,0 15,3 7,4 18,7 1,2 1,8 3,0 NM_013613 Nr4a2 nuclear receptor subfamily 4, group A, 
member 2 
6,2 4,0 5,5 6,1 1,8 1,5 1,4 NM_008965 Ptgerep4 prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) 
15,6 17,0 14,6 23,0 4,0 4,4 2,5 NM_009061 Rgs2 regulator of G-protein signaling 2 
16,1 4,8 6,2 6,2 3,5 -1,2 1,1 NM_011558g Tcrg-V4 T-cell receptor gamma, variable 4 
5,2 3,2 3,8 3,8 1,9 1,3 1,1 NM_010177 Tnfsf6 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 
member 6 
8,8 3,4 5,2 24,5 2,7 1,9 2,2 NM_009397 Tnfaip3 tumor necrosis factor, alpha-induced 
protein 3 
Gezeigt sind die Gene, deren Expressionslevel sich in vier unabhängigen Experimenten in den IEL mindestens 2-
fach und in Experiment 3 mindestens 3-fach von dem in der Milz unterscheiden. Neben dem x-fachen Unter-
schied der Expression in den IEL gegenüber der Expression in der Milz ist auch der Expressionsunterschied 
zwischen den entsprechenden Leberlymphozyten und den Milzzellen zum Vergleich mit angegeben. Die Auf-
listung ist alphabetisch nach Gennamen sortiert. ■ MAPK-Singnalweg-assoziiert, ■ Chemotaxis-assoziiert, ■-
NK-Zell-Rezeptoren. Auf dem 44 K-Array von denen auf dem 8,4 K-Array abweichende Accession numbers: a) 
AK033178 b) NM_026268 c) NM_022019 d) NM_008337 e) NM_020498 f) NM_010479 g) K02899. Zur 
Übersicht über die Versuche 1-4 siehe Tabelle 2 und 3. 
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Nach der Entdeckung dieser zwei NKR Gene in der Liste der reproduzierbar differentiell 
regulierten Gene wurde in den Ausgangsdatensätzen der vier Experimente nach weiteren 
differentiell regulierten NKR gesucht (Tabelle 5). Diese Analyse ergab, dass sechs NKR in 
mindestens zwei von vier Experimenten herabreguliert waren (KLRG1, NKR-P1C, NKG2A, 
NKG2C, NKG2E und NKG2D). CD94, auf welches dies ebenfalls zutraf, ist kein 
eigenständiger Rezeptor, sondern bildet mit NKG2A, -C und -E Heterodimere. 2B4 war 
dagegen in 3 von 4 Experimenten heraufreguliert. In der Leber waren diese Rezeptoren in 
keinem Experiment signifikant unterschiedlich reguliert. 
 
Tabelle 5: Unterschiedliche Expression von NKR in Milz und IEL CD8+ T-Zellen. 
x-facher Unterschied zur Milz 
IEL Leber 
1 2 3 4 1 2 4 
Accession 
number 
Sequenzname Gen Alias 
18,1 1,9 4,8 6,9 1,3 1,1 1,2 NM_018729 Nmrk CD244 natural killer cell receptor 2B4 2B4 
-1,5 -2,0 -1,8 -2,0 -1,0 -1,1 1,0 NM_010654 Klrd1 killer cell lectin-like receptor, subfamily D, member 1 CD94 
-11,6 -4,0 -5,1 -3,1 -1,1 -1,4 -1,1 NM_016970 Klrg1 killer cell lectin-like receptor subfamily G, member 1 KLRG1 
-2,6 -2,3 -3,4 -2,7 1,1 -1,1 1,1 NM_010652 Klrc1 killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 1 NKG2A 
-1,8 -1,1 -2,0 -3,7 1,3 -1,0 -1,4 NM_010653a Klrc2 killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 2 NKG2C 
-3,5 -1,8 -6,2 -6,8 1,3 -1,2 -1,3 AF039026b D6H12S2489E killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1 NKG2D 
-2,7 -2,2 -3,5 -2,8 1,1 -1,2 -1,1 NM_021378 Nkg2e natural killer cell group 2E cell receptor NKG2E 
-2,1 -3,0 -3,5 -4,4 1,3 -1,6 -1,2 NM_008527 Klrb1c killer cell lectin-like receptor subfamily B member 1C NKR-P1C 
Gezeigt sind die Unterschiede der mRNA Level verschiedener NKR in aktivierten CD8+ T-Zellen aus dem 
intestinalem Epithel und der Leber gegenüber solchen aus der Milz.  Dargestellt sind die Ergebnisse von vier 
unabhängigen Experimenten. Die Tabelle ist alphabetisch nach dem Alias sortiert. Accession numbers, die auf 
dem 8,4 k Array von denen auf dem 44 K Array abweichen: a) AK036555 b) NM_033078. Unter Alias sind die 
Bezeichnungen der Gene, wie sie im Text  dieser Arbeit verwendet werden, aufgeführt. Zur Übersicht über die 
Versuche 1-4 siehe Tabelle 2. 
 
 
Ein Ziel dieser Arbeit war, über die bereits bekannten Faktoren hinaus, eine gewebetypische 
Regulation der Migration von T-Zellen zu finden. Daher war besonders die Expression von 
Chemokinrezeptoren in den IEL von Interesse. Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse 
anderer Gruppen wurde angenommen, dass CCR9 in den IEL stärker exprimiert ist (Zabel et 
al., 99; Svensson et al., 02) und CCR7 schwächer (Sallusto et al., 99; Shires et al., 01). Nach 
den oben erläuterten und angelegten Auswahlkriterien erschien aber in den durchgeführten 
Versuchen nur CCR2 als signifikant differentiell reguliert (Tabelle 4). Für eine genauere 
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Analyse wurden die Expressionsunterschiede der Chemokinrezeptoren in den CD8+ T-Zellen 
aus den IEL gegenüber denen aus der Milz aus allen vier Experimenten zusammengestellt 
(Tabelle 6). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass CCR9 tatsächlich in den Darmzellen 
stärker exprimiert ist, während für CCR7 bestenfalls eine sehr geringe Herabregulation zu 
sehen ist. Das Gen chemokine (C-X3-C) receptor 1 (CX3CR1) war in drei von vier 
Experimenten in den IEL > 2-fach schwächer exprimiert und im vierten 1,9-fach. Für diesen 
Rezeptor, welcher das unter anderem von intestinalen Epithel- und Endothelzellen sezernierte 
Chemokin Fractalkine bindet, ist eine Expression auf Subpopulationen humaner IEL 
beschrieben (Muehlhoefer et al., 00). Die Expression dieses Rezeptors ist aber auch für T-
Lymphozyten-Populationen aus Blut, Milz und MLN beschrieben (Foussat et al., 00; 
Harcourt et al., 06). 
 
Tabelle 6: Unterschiedliche Expression von Chemokinrezeptoren. 
x-facher Unterschied zur Milz 
IEL 
1 2 3 4 
Accession 
number 
Sequenzname Gen 
1,3 -1,3 1,0 1,0 NM_009912 Cmkbr1 chemokine (C-C motif) receptor 1 
-1,0 1,0 1,0 -1,3 NM_007718 Cmkbr1l1 chemokine (C-C motif) receptor 1-like 1 
-8,3 -3,3 -4,2 -3,6 NM_009915 Cmkbr2 chemokine (C-C motif) receptor 2 
1,8 1,1 1,2 -1,0 NM_009914 Cmkbr1l2 chemokine (C-C motiv) receptor 3 
-1,2 1,1 -1,2 1,4 NM_009916 Cmkbr4 chemokine (C-C motif) receptor 4 
1,4 -1,0 1,3 1,9 NM_009917 Cmkbr5 chemokine (C-C motif) receptor 5 
1,0 1,9 -1,2 1,2 NM_009835 Cmkbr6 chemokine (C-C motif) receptor 6 
-5,1 1,0 -1,7 -1,4 NM_007719 Cmkbr7 chemokine (C-C motif) receptor 7 
-1,2 1,5 1,4 1,0 NM_007720 Cmkbr8 chemokine (C-C motif) receptor 8 
3,5 1,5 4,6 14,0 NM_009913 Cmkbr10 chemokine (C-C motiv) receptor 9 
-1,4 -1,2 1,6 -1,3 NM_007721 Cmkbr9 chemokine (C-C motiv) receptor 10 
2,8 1,6 1,2 2,1 NM_017466 L-CCR chemokine (C-C motif) receptor-like 2 
-1,9 1,4 1,6 -1,1 NM_008153 Cmklr1 chemokine-like receptor 1 
1,3 1,5 1,3 1,0 NM_007722 Cmkor1 chemokine orphan receptor 1 
-2,5 -1,9 -2,6 -5,5 NM_009987 Cx3cr1 chemokine (C-X3-C) receptor 1 
1,4 1,2 1,3 1,2 NM_009910 Cmkar3 chemokine (C-X-C motif) receptor 3 
-1,6 -1,3 -1,3 2,1 NM_009911 Cmkar4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 
-1,6 1,3 1,6 1,2 NM_009909 Cmkar2 interleukin 8 receptor, beta, 
chemokine (C-X-C) receptor 2 
1,0 1,7 1,2 1,1 NM_011798 Ccxcr1 chemokine (C motif) receptor 1 
/ / / 1,8 NM_030712 Cxcr6 chemokine (C-X-C motif) receptor 6 
Gezeigt sind die Unterschiede der mRNA Level verschiedener Chemokinrezeptoren in aktivierten CD8+ T-Zellen 
aus intestinalem Epithel gegenüber solchen aus der Milz.  Es sind die Daten für vier unabhängige Experimente 
dargestellt. Zur Übersicht über die Versuche 1-4 siehe Tabelle 2 und 3. 
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Da sich der 44 K-Array gegenüber dem 8,4 K-Array nicht auf eine Vorauswahl 
immunologisch als relevant vorhergesagter Gene beschränkt, sondern das gesamte 
Mausgenom abdeckt, wurde der mit diesem Chip erhaltene Datensatz auch separat analysiert. 
Dieses Experiment wurde nicht repliziert. Daher konnte die Analyse nur Trends aufzeigen 
und eventuell sehr stark unterschiedlich regulierte Gene identifizieren, für die eine 
Validierung des Expressionsunterschiedes sowie eine weitere Untersuchung interessant 
erscheint. Die 1233 in den IEL mindestens 2-fach anders als in den Milzzellen exprimierten 
Gene wurden mit DAVID funktionell annotiert und gruppiert. 1133 Accession Numbers 
wurden von DAVID erkannt und bearbeitet. Die Gene wurden mit dem Gene Ontology Term 
Biologisches Produkt (BP), Ebene 2 annotiert und mit dem Werkzeug Functional Annotation 
Chart unter Standardeinstellungen dargestellt (Abbildung 4). 529 der analysierten Gene 
wurden dabei keiner der gezeigten Gruppen zugeordnet. 
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Abbildung 4: 44 K-Array - Funktionelle Annotation differentiell regulierter Gene nach GO Term BP_2. 
Die 1233 zwischen Milz und IEL mindestens 2-fach unterschiedlich regulierten Gene, wurden mittels DAVID 
(Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery) analysiert. 1133 Accession Numbers wurden 
von DAVID erkannt und bearbeitet. Die Gene wurden mit dem Gene Ontology Term Biologisches Produkt, 
Ebene 2 annotiert und mit dem Werkzeug Functional Annotation Chart unter Standardeinstellungen dargestellt. 
Die Zuordnung eines Genes zu mehreren funktionellen Gruppen ist bei dieser Darstellung möglich. 529 der 
analysierten Gene sind nicht in die Grafik  eingeflossen. Neben den Balken ist die Anzahl der Gene, die dem 
jeweiligen Term zugeordnet wurden, angezeigt. 
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Außerdem wurden die Gene mit dem Gene Ontology Term Biologisches Produkt, Ebene 3 
annotiert und mit dem Werkzeug Functional Annotation Clustering mit mittlerer Stringenz 
analysiert (Abbildung 5). 69 GO Terme wurden dabei nicht geclustert und sind nicht gezeigt. 
Nach dieser Darstellung sind ein Großteil der in den CD8αβ+ T-Zellen der IEL gegenüber 
dem Pendant aus der Milz differentiell regulierten Gene mit Metabolismus assoziiert, 
während die Gruppen um Verteidigungsantwort (defense response), Taxis und Stressantwort 
eher kleinere Anteile ausmachen. 
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Abbildung 5: 44 K-Array – Clustering funktioneller Annotationen differentiell regulierter Gene, GO 
Term BP_3. Die 1233 zwischen Milz und IEL mindestens 2-fach unterschiedlich regulierten Gene, wurden 
mittels DAVID (Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery) analysiert. 1133 Accession 
Numbers wurden von DAVID erkannt und bearbeitet. Die Gene wurden mit dem Gene Ontology Term 
Biologisches Produkt, Ebene 3 annotiert und mit dem Werkzeug Functional Annotation Clustering mit mittlerer 
Stringenz analysiert. Die Zuordnung eines Genes zu mehreren funktionellen Gruppen ist bei dieser Darstellung 
möglich. 69 GO Terme wurden nicht geclustert. Neben den Balken ist die Anzahl der Gene, die dem jeweiligen 
Term zugeordnet wurden, angezeigt. 
 
Über die Betrachtung der funktionellen Gruppierung von Genen hinaus wurden außerdem auf 
dem 44 K-Array als besonders stark differentiell reguliert erscheinende Gene betrachtet. Die 
hier in den IEL am stärksten differentiell exprimierten Gene (alle heraufreguliert) sind in 
Tabelle 7 aufgelistet. Für die Beurteilung, ob die so ausgewählten Gene tatsächlich alle auf 
Unterschiede in den antigenspezifischen CD8+ T-Zellen zurückgehen, oder ob hier 
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Verunreinigungen mit anderen Zelltypen hineinspielen, ist die starke Expression von 
Cadherin 1 (E-Cadherin), welches 69,7-fach heraufreguliert war und Integrin-αE, welches 
47,9-fach heraufreguliert war, hervorzuheben. E-Cadherin wird von den Epithelzellen des 
Darmes exprimiert und kann daher eine Verunreinigung mit diesen Zellen anzeigen. Die 
Hochregulation von Integrin-αE, welches als Integrin αEβ7 die Adhäsion an E-Cadherin 
ermöglicht, ist dagegen für intraepitheliale CD8 T-Zellen im Dünndarm charakteristisch 
(Kilshaw und Murant, 90; Ericsson et al., 04). 
Direkt mit einer Funktion während einer Immunreaktion assoziiert werden konnten das 
pancreatitis-associated protein (Pap), welches mit einer 98,5-fachen Heraufregulation das am 
zweitstärksten differentiell regulierte Gen war, CD152 antigen (CTLA4), chemokine (C-X-C 
motif) ligand 10 (IP-10) und das Gen regenerating islet-derived 3 gamma.  Darüber hinaus 
befanden sich in der Liste der 20 in den IEL am stärksten regulierten Gene zwei Regulatoren 
des G-Protein-Signalings, RGS1 und RGS2. Letzteres war auch in den übrigen drei 
Experimenten in den IEL deutlich heraufreguliert (Tabelle 4). Unter den auf dem 44 K-Array 
differentiell regulierten Genen fanden sich außerdem noch RGS10 (8,3-fach heraufreguliert) 
und RGS16 (4,2-fach heraufreguliert). 
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Tabelle 7: Unterschiedlich regulierte Gene 44 K-Array. 
x-facher Unterschied 
zur Milz 
Accession number Sequenzname Gen 
100,0 NM_010234 Fos FBJ osteosarcoma oncogene 
98,5 NM_011036 Pap pancreatitis-associated protein 
90,4 NM_017399 Fabp1 fatty acid binding protein 1, liver 
69,7 NM_009864 Cdh1 cadherin 1 
47,9 NM_008399 Itgae integrin, alpha E, epithelial-associated 
46,1 AK007434 1810011H11Rik Mus musculus 10 day old male pancreas cDNA, RIKEN full-
length enriched library, clone:1810011H11, full insert 
sequence. 
42,5 NM_015811 Rgs1 regulator of G-protein signaling 1 
37,4 NM_010444 Nr4a1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 
35,0 NM_022021 Cables Cdk5 and Abl enzyme substrate 
32,3 NM_010479 Hspa1a Mus musculus heat shock protein 1A (Hspa1a), mRNA 
[NM_010479] 
32,0 NM_010591 Jun Jun oncogene 
28,5 NM_011260 Reg3g regenerating islet-derived 3 gamma 
26,3 NM_011823 Gpr34 G protein-coupled receptor 34 
24,5 NM_009397 Tnfaip3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 
24,0 NM_009843 Cd152 CD152 antigen 
23,4 NM_010118 Egr2 Mus musculus early growth response 2 (Egr2), mRNA 
[NM_010118] 
23,0 NM_009061 Rgs2 regulator of G-protein signaling 2 
23,0 NM_033149 B3galt5 Mus musculus UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,3-
galactosyltransferase, polypeptide 5 (B3galt5), mRNA 
[NM_033149] 
21,6 NM_172994 Ppp2r2c Mus musculus RIKEN cDNA 6330548O06 gene 
(6330548O06Rik), mRNA [NM_172994] 
21,4 NM_021274 Scyb10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 
Gezeigt sind die 20 Gene, die bei dem Vergleich der Expressionslevel in aus Milz und intestinalem Epithel 
gewonnenen antigenspezifischen CD8+ T-Zellen auf einem Gesamt-Mausgenom-Chip am stärksten differentiell 
reguliert waren. 
 
4.1.2 NK-Rezeptoren auf CD8αβ+ T-Zellen: gewebespezifische Expressionsmuster 
Die Expression von NKR auf aktivierten CD8 T-Zellen ist beschrieben (Blaser et al., 98) 
(McMahon et al., 02; Voehringer et al., 01; Beyersdorf et al., 01; Moser et al., 02; Jamieson 
et al., 02; Assarsson et al., 00). NKG2A und KLRG1 wirken inhibitorisch (Vance et al., 98; 
Moser et al., 02; Robbins et al., 02), NKR-P1C, NKG2C, -D und -E sind aktivierend (Ljutic 
et al., 05; Cerwenka et al., 01; Vance et al., 99), während 2B4 sowohl aktivierend als auch 
inhibierend wirken kann (Garni-Wagner et al., 93; Lee et al., 04b; Assarsson et al., 05). Auf 
NK-Zellen wirkt die Stimulation dieser Rezeptoren mitunter direkt aktivierend bzw. 
inhibierend (Stewart et al., 06), während ihr Einfluss auf die T-Zell-Aktivität kontrovers ist 
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(Ehrlich et al., 05) (Guma et al., 05). Überwiegend wird hier von einer kostimulierenden oder 
modulierenden Funktion ausgegangen. Die synchrone Veränderung der Expressionsstärke 
mehrerer dieser Rezeptoren auf im Darm befindlichen T-Zellen könnte also eine Veränderung 
der Aktivierbarkeit und Funktionalität dieser T-Zellen bewirken. Eine niedrigere Expression 
dieser Rezeptoren auf T-Zellen des Darmes als auf jenen aus der Blut oder Milz ist zumindest 
für NKG2D und KLRG1 beschrieben (Roberts et al., 01; Robbins et al., 03). Dieses 
Phänomen wurde jedoch bislang nicht näher charakterisiert. Die NKR, welche als 
Zelloberflächenmoleküle einer weiteren Analyse leicht zugänglich waren, wurden daher für 
eine detailliertere Untersuchung ausgewählt. Die entsprechenden Versuche und Ergebnisse 
sind in den folgenden Kapiteln dargestellt. 
4.1.2.1 Validierung der Mikroarray-Daten mittels Durchflusszytometrie 
Zunächst wurde untersucht, ob die in der Mikroarrayanalyse gezeigten Unterschiede in den 
RNA-Mengen der NKR in Zellen aus Milz und IEL auch auf Proteinebene vorhanden waren. 
Da es sich bei den NKR um Oberflächenmoleküle handelt und entsprechende mAk erhältlich 
waren, wurden antigenspezifische Zellen nach LmOVA-Infektion durchflusszytometrisch 
analysiert. C57BL/6 Mäuse wurden hierfür ig mit LmOVA infiziert und die Lymphozyten aus 
Milz, Leber, IEL und zusätzlich auch aus den MLN am Tag acht nach Infektion isoliert. Die 
MLN wurden untersucht, da in ihnen aus dem Darm stammende Antigene präsentiert werden 
und ihnen eine Rolle bei der Festlegung des Darmtropismus von T-Zellen zugeschrieben wird 
(Johansson-Lindbom et al., 03; Iwata et al., 04). 
Die Zellen wurden mit mAk gegen CD8α, CD62L und die entsprechenden NKR angefärbt. 
Zusätzlich wurden die Zellen mit OVA257-264-Tetrameren gefärbt. Tote Zellen wurden mit 7-
AAD angefärbt. Für NKG2A, -C und -E war zum Zeitpunkt dieser Untersuchung  nur ein 
mAk verfügbar, welcher alle drei Rezeptoren erkennt. Bei der Auswertung der mittels Durch-
flusszytometrie gewonnenen Daten wurden zunächst tote Zellen ausgeschlossen und dann nur 
die CD8α+, CD62Llow und OVA257-264 Tetramer+ Populationen betrachtet, also die 
Zellpopulationen, die auch in der Mikroarray-Analyse untersucht wurden (Abbildung 6). 
Die Oberflächenpräsenz der Rezeptoren auf antigenspezifischen CD8+ T-Zellen aus Milz und 
Leber war vergleichbar. Dahingegen war der prozentuale Anteil 2B4-positiver T-Zellen im 
Dünndarmepithel deutlich größer als in der Milz, während in den IEL deutlich geringere 
Anteile antigenspezifischer CD8+ T-Zellen mit den Ak gegen die übrigen Rezeptoren 
angefärbt wurden, als bei den Milzzellen. 
Ergebnisse   41 
 
Abbildung 6: NK-Rezeptoren auf der Zelloberfläche von antigenspezifischen CD8+ T-Zellen nach oraler 
LmOVA-Infektion. Acht Tage nach ig  Infektion wurden Maus-Lymphozyten aus Milz, Leber, MLN und 
intestinalem Epithel isoliert und mittels Durchflusszytometrie analysiert.  Gezeigt sind CD8α+ CD62Llow T-
Zellen. Die Zahl im oberen rechten Quadranten gibt den Prozentsatz der NKR+ Zellen innerhalb der OVA257-264-
Tetramer+ Population an. Aufgenommen wurden vereinigte Zellpopulationen aus drei Mäusen. Die Graphik ist 
repräsentativ für 3 unabhängige Experimente. 
 
Die auf RNA-Ebene beobachteten Verhältnisse konnten also auf Proteinebene 
wiedergefunden und bestätigt werden. Die Stärke des Unterschiedes variierte zwischen den 
RNA- und den Protein-Daten, aber auch in einem gewissen Rahmen zwischen einzelnen 
durchflusszytometrischen Analysen. Der Unterschied war jedoch mindestens 2-fach, meist 
deutlich stärker. Interessanterweise war auch bei den antigenspezifischen Zellen aus den 
MLN ein Unterschied in der Frequenz NKR-positiver Zellen gegenüber den Zellen aus der 
Milz erkennbar. Die Tendenz war hier für alle Rezeptoren außer 2B4 identisch zu der in den 
IEL. Allerdings war der Unterschied in der NKR-Expression zwischen T-Zellen aus den 
MLN und der Milz weit weniger stark als der zwischen T-Zellen aus den IEL und der Milz. 
Der Rezeptor NKR-P1C war auch auf aktivierten CD8+ T-Zellen nur sehr schwach nachzu-
weisen. Daher wurde er in den folgenden Analysen nicht weiter berücksichtigt. Der Rezeptor 
2B4 war im Gegensatz zu den übrigen Rezeptoren in den IEL heraufreguliert. Außerdem 
zeigte dieser Rezeptor in mehreren Versuchen ein gegenüber den anderen Rezeptoren 
inkonsistentes Verhalten, so z.B. die in den MLN zu den IEL gegensätzliche Tendenz. Daher 
wird auch dieser Rezeptor in den weiteren Ausführungen nicht berücksichtigt. 
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4.1.2.2 Untersuchung der NKR-Expression auf CD8αβ+ und CD8αα+ T-Zellen 
Die Mikroarray-Analyse wurde in drei von vier Experimenten mit antigenspezifischen Zellen 
nach LmOVA-Infektion durchgeführt. In Experiment 1 wurden aber die gesamten CD62Llow 
CD8αβ+ T-Zellen nach Infektion verglichen. Hier war ebenfalls die Differenz in der NKR-
Expression zwischen Zellen aus Milz und Dünndarmepithel zu beobachten (Tabelle 5). Auch 
mittels Durchflusszytometrie konnte diese Differenz auf aktivierten T-Zellen am Tag 9 nach 
LmOVA-Infektion beobachtet werden (nicht gezeigte Daten). Die NKR-Expression auf 
CD8αα+ T-Zellen in den IEL war hierbei gleichstark oder  noch geringer als auf CD8αβ+ T-
Zellen der IEL (nicht gezeigte Daten). Bei der durchflusszytometrischen Analyse von CD8+ 
Zellen aus naiven Mäusen konnte auf den CD8αβ+ sowie auf den CD8αα+ T-Zellen aus dem 
Dünndarmepithel ebenfalls eine geringere NKR-Expression als auf CD8αβ+ T-Zellen aus den 
Milzen dieser Tiere gemessen werden (nicht gezeigte Daten). Um eine möglichst große 
Vergleichbarkeit der Zellpopulationen aus den verschiedenen Organen zu gewährleisten, 
werden im folgenden soweit möglich aber nur OVA257-264-spezifische Zellen nach LmOVA-
Infektion betrachtet. 
4.1.2.3 Einfluss der Infektionsroute auf die NKR-Expression 
Als nächstes wurde getestet, ob die unterschiedlich starke Expression von NKR auf antigen-
spezifischen CD8+ T-Zellen in Milz und Dünndarmepithel eine Folge der ig Infektionsroute 
war, oder ob dieser Effekt auch nach iv Infektion beobachtet werden konnte. Hierfür wurden 
Mäuse ig oder iv mit LmOVA infiziert und am Tag 8 nach Infektion die NKR-Oberflächen-
präsenz auf OVA257-264-spezifischen CD8+ T-Zellen wie in Abschnitt 4.1.2.1 beschrieben 
analysiert. Der x-fache Unterschied der NKR-Expression auf Zellen aus IEL, MLN und Leber 
gegenüber der auf Milzzellen wurde durch Division der Frequenzen NKR-positiver Zellen 
innerhalb der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen  der entsprechenden Organe ermittelt 
(Abbildung 7). 
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Abbildung 7: NKR auf der Zelloberfläche von antigenspezifischen CD8+ T-Zellen nach oraler und iv 
Infektion. C57BL/6 Mäuse wurden ig (■) oder iv (□) mit LmOVA infiziert. Am Tag 8 nach Infektion wurden 
Lymphozyten aus Milz, Leber, MLN und intestinalem Epithel isoliert und mittels Durchflusszytometrie analy-
siert. Gezeigt sind die Unterschiede des prozentualen Anteils der NKR+  Zellen innerhalb der CD8α+ CD62Llow 
OVA257-264-Tetramer+ Population aus den verschiedenen Geweben gegenüber dem entsprechendem Anteil in der 
Milz. Die Balken zeigen Werte für vereinigte Zellen aus drei Mäusen und sind repräsentativ für 3 unabhängige 
Experimente. 
 
Die Frequenz der NKR+ Zellen innerhalb der antigenspezifischen Zellen in der Milz war nach 
ig und iv Infektion annähernd gleich (nicht gezeigte Daten). Ein starker Unterschied zwischen 
der NKR-Expression in den IEL und der Milz war nur nach ig Infektion mit Lm zu 
verzeichnen. Eine etwas geringere Frequenz NKR-positiver Zellen in den IEL als in der Milz 
war aber auch nach iv Infektion zu beobachten. Die nur geringfügige Verringerung der NKR+ 
Frequenzen in dem MLN konnte dagegen nach iv genauso wie nach ig Infektion gezeigt 
werden. In der Leber wurde nach Infektion über beide Routen keine veränderte NKR-Ober-
flächenexpression gegenüber der Milz festgestellt. 
 
4.1.2.4 NKR-Expression in keimfreien Mäusen 
Eine mögliche Erklärung für die Ursache der veränderten NKR-Expression in den IEL wäre, 
dass Komponenten der Darmflora einen direkten oder indirekten Einfluss auf die NKR-
Expression haben. Es ist beschrieben, dass LPS die Expression von NKG2D-Liganden indu-
zieren kann (Hamerman et al., 04). Eine starke Abundanz von NKG2D-Rezeptor-Liganden 
wiederum wurde als Ursache für eine Verringerung  der NKG2D-Rezeptor-Expression 
beschrieben (Groh et al., 02) (Wiemann et al., 05) (Oppenheim et al., 05). 
Um den Einfluss der Darmflora auf die NKR-Expression zu untersuchen, wurde die NKR-
Expression in keimfreien Mäusen (Gnotobioten) analysiert. Zunächst wurde die Frequenz der 
NKR+ Zellen innerhalb der CD8αβ+ CD62Llow Population aus verschiedenen Organen naiver 
Gnotobioten und naiver Mäuse, welche unter normalen pathogenfreien Bedingungen gehalten 
wurden (SPF-Mäuse), mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Zellen aus Organen 
Ergebnisse   44 
zweier Mäuse pro Gruppe wurden dafür jeweils vereinigt. Der Anteil der CD62Llow Zellen an 
den CD8αβ+ T-Zellen war dabei in gleichen Organen beider Mausgruppen gleich groß. Der 
Anteil NKR-positiver Zellen an den CD8αβ+ CD62Llow Zellen naiver SPF-Mäuse war in allen 
untersuchten Organen geringer als der entsprechende Anteil an kürzlich aktivierten, antigen-
spezifischen Zellen bei infizierten Tieren (vergl. Abbildung 6 und 8A). Je nach Rezeptor 
schwankte dieser Anteil in Milz und Leber zwischen 20 % und 30 %. In naiven SPF-Mäusen 
konnte in den IEL gegenüber den Milzzellen ein deutlich verringerter, aber noch messbarer 
Anteil von NKR+ Zellen beobachtet werden. In den Gnotobioten waren die Frequenzen der 
NKR+ Zellen gegenüber denen in SPF-Mäusen in allen untersuchten Organen nochmals 
deutlich verringert (Abbildung 8A). Dennoch konnte auch hier in den IEL eine geringere 
NKR-Expression auf CD8αβ+ CD62Llow T-Zellen als in der Milz festgestellt werden. 
Als nächstes wurden SPF-Mäuse und Gnotobioten ig mit LmOVA infiziert. Die keimfreien 
Mäuse erhielten dabei aufgrund ihrer höheren Suszeptibilität (Behnck, Manuskript in 
Vorbereitung) eine 10-fach geringere Infektionsdosis als die SPF-Tiere. Am Tag 9 nach 
Infektion wurden Lymphozyten aus Milz, Leber und intestinalem Epithel isoliert. Die 
Lymphozyten von je zwei Mäusen pro Gruppe und Organ wurden vereinigt, wie unter 5.1.2.1 
beschrieben, gefärbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Frequenzen 
antigenspezifischer CD8+ T-Zellen waren in beiden Gruppen gleich hoch. Nach Aktivierung 
wurden auch in den keimfreien Mäusen die untersuchten NK-Rezeptoren auf den CD8+ T-
Zellen hochreguliert, so dass in der NKR-Expressions-Stärke zwischen SPF-Mäusen und 
Gnotobioten kaum ein Unterschied bestand (Abbildung 8A). Ob die NKR-Expression in den 
SPF-Mäusen oder der Gnotobioten stärker war, schwankte zwischen den einzelnen 
Versuchen, Rezeptoren und Organen. Das Verhältnis der Frequenzen NKR-positiver Zellen 
innerhalb der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen aus IEL und Leber zu denen innerhalb der 
entsprechenden  Milzzellen war jedoch in der Tendenz konstant und eindeutig (Abbildung 
8B). Auch in den Gnotobioten war nach Infektion die NKR-Expression im Darm substantiell 
geringer als in der Milz, auch wenn die Differenz für die NKG2-Rezeptoren in den 
Gnotobioten geringer ausfiel als in SPF-Mäusen. Die Darmflora beeinflusst also insgesamt 
den Anteil der NKR+ Zellen in allen untersuchten Organen, hat aber auf das Phänomen der 
niedrigeren Expression im Darm gegenüber der Milz, wenn überhaupt, nur partiellen Einfluss. 
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Abbildung 8: NKR-Expression auf CD8+ T-Zellen aus Gnotobioten. (A) Frequenz der NKR+ Zellen inner-
halb der CD8αβ+CD62Llow (naiv) und der CD8α+ CD62Llow OVA257-264-Tetramer+ Population (infiziert). (B) 
Unterschiede des prozentualen Anteils der NKR+ Zellen innerhalb der CD8α+ CD62Llow OVA257-264-Tetramer+ 
Population (infiziert) aus den  verschiedenen Geweben gegenüber dem Anteil an entsprechenden Milzzellen. 
Gnotobioten (■)  und SPF-Tiere (□) blieben unbehandelt oder wurden ig mit LmOVA infiziert. Am Tag 9 nach 
Infektion wurden Lymphozyten aus Milz, Leber und intestinalem Epithel isoliert. Die Lymphozyten von je zwei 
Mäusen pro Gruppe und Organ wurden vereinigt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Grafik ist 
repräsentativ für zwei (naiv) bzw. drei (infiziert) unabhängige Experimente. Y-Achsen Bereich von –1 bis 1, 
keine Veränderung gegenüber der Milz (■). 
 
4.1.2.5 Einfluss von TGFβ auf die Gewebespezifische NKR-Expression 
Es ist beschrieben, dass der transforming growth factor β (TGFβ) die Oberflächenpräsenz von 
NKG2D verringern kann (Castriconi et al., 03; Lee et al., 04a). Da außerdem bekannt ist, dass 
im Darm eine erhöhte TGFβ-Konzentration vorliegt (Koyama und Podolsky, 89), wurde 
untersucht, ob dieses Zytokin für die verminderte NKR-Expression in den IEL verantwortlich 
ist. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden transgene CD4dnTGFβRII Mäuse 
verwendet (Gorelik und Flavell, 00). Diese Tiere exprimieren auf den T-Zellen einen 
dominant-negativen TGFβ-Rezeptor II, der zwar alle drei Isoformen des TGFβ bindet, aber 
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zu keiner Signaltransduktion befähigt ist. Die T-Zellen haben also, wenn überhaupt, nur eine 
stark eingeschränkte Kapazität, TGFβ-Signale wahrzunehmen. Sollte das TGFβ-Signaling für 
die gewebespezifische NKR-Expression auf  CD8+ T-Zellen eine Rolle spielen, so müssten 
die  Expressionsdifferenzen zwischen diesen Zellen aus Milz und IEL in den transgenen 
Tieren geringer sein. 
Zunächst wurde wieder die NKR-Expression auf CD62Llow CD8αβ+ T-Zellen naiver Mäuse 
untersucht, wobei transgene- mit wildtyp-Mäusen verglichen wurden. In einem zweiten 
Schritt wurden dann ig mit LmOVA infizierte Tiere am Tag 8 nach Infektion untersucht. Es 
wurden je drei Tiere pro Gruppe analysiert. Da für NKG2D ein Einfluss des TGFβ 
beschrieben ist, und dieser Rezeptor somit im Fokus lag, wurden mit dem mAk gegen 
NKG2D die Zellen aller drei Mäuse pro Gruppe individuell gefärbt. Für die Färbung mit anti-
NKG2A/C/E mAk und anti-KLRG1 mAk wurden hingegen die Zellen der jeweiligen Organe 
pro Gruppe vereinigt. 
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Abbildung 9: CD62L Expression und OVA-Tetramer-Frequenzen von CD8  T-Zellen aus naiven und 
infizierten CD4dnTGFβRII Tieren.
+
 Die Tiere blieben unbehandelt oder wurden mit 4 × 109 LmOVA ig 
infiziert und 8 Tage später analysiert. Lymphozyten aus Milz, Leber, MLN und intestinalem Epithel von 
CD4dnTGFβRII (■) und C57BL/6 Mäusen (□) wurden isoliert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. (A) 
Gezeigt ist der prozentuale Anteil der CD62Llow Zellen an der CD8αβ+ T-Zellpopulation in den verschiedenen 
Geweben. (B) Prozentualer Anteil von OVA257-264-Tetramer+ Zellen innerhalb der CD8α+ T-Zellen. Die Balken 
geben Mittelwerte ± SD für drei individuell analysierte Mäuse pro Gruppe an. Die Ergebnisse sind repräsentativ 
für 3 unabhängige Experimente. 
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In Übereinstimmung mit bereits beschriebenen Beobachtungen (Gorelik und Flavell, 00) war 
in naiven CD4dnTGFβRII Tieren in Milz, Leber und MLN ein weit größerer Anteil der 
CD8αβ+ T-Zellen negativ für CD62L als in naiven wt Tieren (Abbildung 9A). Nach einer 
Lm-Infektion wiesen die CD8+ T-Zellen in Milz, Leber und IEL von CD4dnTGFβRII Tieren 
und wt Mäusen in etwa gleich große Anteile an CD62Llow Zellen auf. In den MLN war auch 
nach einer Infektion in den transgenen Tieren ein größerer Prozentsatz von CD62Llow Zellen 
innerhalb der CD8+ T-Zell-Population messbar. Die Frequenzen der OVA257-264-Tetramer+ 
Zellen an den CD8αβ+ T-Zellen war dahingegen in den transgenen Tieren deutlich niedriger 
als in mit einer gleichen Dosis LmOVA infizierten wt Kontrolltieren  (Abbildung 9B). 
In naiven CD4dnTGFβRII Tieren waren die Rezeptoren NKG2A/C/E, KLRG1 und NKG2D 
in der Regel auf CD8αβ+ CD62Llow CD8+ T-Zellen aus der Milz und aus dem Darm deutlich 
stärker (2- bis 5-fach) exprimiert, als in wt Mäusen. Die Unterschiede in der NKR-Expression 
zwischen Milz- und IEL-Zellen waren auch in transgenen Tieren sichtbar, aber weniger stark 
ausgeprägt als in wt Tieren (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: NK-Rezeptor-Expression auf CD8+ T-Zellen aus CD4dnTGFβRII Mäusen. (A) Frequenz 
der NKR+ Zellen innerhalb der CD8αβ+CD62Llow (naive) und der CD8α+ CD62Llow OVA257-264-Tetramer+ 
Population (infiziert). (B) Unterschiede des prozentualen Anteils der NKR+  Zellen innerhalb der 
CD8αβ+CD62Llow (naive) und der CD8α+ CD62Llow OVA257-264-Tetramer+ Population (infiziert) aus den 
verschiedenen Geweben gegenüber dem entsprechendem Anteil in der Milz. CD4dnTGFβRII (■) und C57BL/6 
Mäuse (□) blieben unbehandelt oder  wurden ig mit 4 × 109 LmOVA infiziert. Am Tag 8 nach Infektion wurden 
Lymphozyten aus Milz, Leber, MLN und intestinalem Epithel isoliert und mittels Durchflusszytometrie 
analysiert. Die Balken zeigen Mittelwerte ± SD dreier individuell analysierter Mäuse pro Gruppe (NKG2D), 
oder Werte für vereinigte Zellen aus drei Mäusen (NKG2A/C/E, KLRG1) und sind repräsentativ für 3 
unabhängige Experimente. Der Y-Achsen Bereich von –1 bis 1 (keine Veränderung gegenüber der Milz) ist grau 
unterlegt. 
 
Eine größere Homogenität und damit Vergleichbarkeit der Zellpopulationen wurde aber 
zwischen den antigenspezifischen T-Zellen nach Lm-Infektion angenommen. Am Tag 8 nach 
ig LmOVA-Infektion waren die Frequenzen der NKR+ Zellen für die drei untersuchten 
Rezeptoren in Milz und Leber transgener und wt Mäuse annähernd gleich. Für die MLN 
schwankten die Daten zwischen den einzelnen Versuchen, so dass hier keine eindeutige 
Aussage möglich ist. Die niedrigere NKR-Expression in den IEL, die in wt Mäusen 
beobachtet wurde, war in den CD4dnTGFβRII Tieren nicht bzw. nur sehr schwach zu 
erkennen (Abbildung 10).  
Bei Mäusen, deren T-Zellen keine TGFβ-Signale empfangen und umsetzen konnten, war also 
die Differenz der NKR-Expression auf aktivierten CD8+ T-Zellen aus Milz und Darm in 
naiven Tieren geringer als in wt-Tieren. Nach Infektion war auf den antigenspezifischen Zell-
populationen die Differenz zwischen der NKR-Expression in den beiden Organen fast 
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komplett aufgehoben. Am stärksten war der für TGFβ beobachtete Einfluss auf die NKG2D-
Expression, aber auch NKG2A/C/E und KLRG1 werden nach diesen Ergebnissen durch 
TGFβ-Signale reguliert. 
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4.2 Analyse der Kapazität von Leber- und Darmgewebe zur Induktion 
primärer und sekundärer T-Zell-Antworten gegen Listeria 
monocytogenes. 
Im Folgenden wurde die Erforderlichkeit sekundärer lymphoider Gewebe für die Aktivierung 
von CD4+ und CD8+ T-Zellen während einer primären und einer sekundären Lm-Infektion 
untersucht. Nach Hinweisen auf eine T-Zell-Aktivierung auch in nicht-lymphoiden, 
peripheren Geweben (Feuerer et al., 03; Klein und Crispe, 06; Wuensch et al., 06; Lund et al., 
02; Moyron-Quiroz et al., 04) sollte geprüft werden, ob nach einer Infektion mit Listerien z.B. 
im Darm oder in der Leber eine solche Aktivierung stattfinden kann. Ein System, in dem eine 
solche Fragestellung bearbeitet werden kann, sind LTβR-/- Mäuse. Diese Tiere entwickeln 
weder Lymphknoten noch MALT (Futterer et al., 98). Vorausgehende Arbeiten innerhalb der 
Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass in LTβR-/- Mäusen, denen einige Wochen vor Infektion mit 
Lm die Milz operativ entfernt wurde, keine Induktion von T-Zell-Antworten stattfand. Eine 
Splenektomie infizierter LTβR-/- Mäuse verhinderte außerdem weitestgehend die Entwicklung 
einer Sekundärantwort nach Re-Infektion (Kursar und Jänner Manuskript eingereicht). Diese 
Ergebnisse implizieren, dass lymphoide Organe für die Induktion sowohl einer primären als 
auch einer sekundären Immunantwort essentiell sind. Da aber nicht ausgeschlossen werden 
konnte, dass der LTβR nicht nur für die Entwicklung sekundärer lymphoider Organe nötig ist, 
sondern auch einen direkten Einfluss auf die Induktion und Erhaltung einer T-Zell-Antwort 
hat, wurde die oben skizzierte Fragestellung in einem alternativen Model untersucht. Die 
entsprechenden Versuche sind im nachfolgenden beschrieben. 
Um zu verhindern, dass in sekundären lymphoiden Geweben aktivierte T-Zellen in nicht-
lymphoide Gewebe einwandern, wurde hier die immunsupprimierende Substanz FTY720 
eingesetzt, welche die Migration von T-Zellen aus Lymphknoten in periphere Gewebe 
verhindert. Da FTY720 T-Zellen in der Milz nur unvollständig zurückhält (Mandala et al., 
02),wurden auch Versuchstiergruppen untersucht, denen vor einer Infektion die Milz entfernt 
wurde. 
 
 
4.2.1 Einfluss von FTY720 auf die Dissemination und Eradikation von Lm 
Zunächst wurde untersucht, ob eine FTY720-Behandlung einen Einfluss auf die 
Dissemination der Bakterien oder die Fähigkeit von Mäusen, eine Infektion mit Listerien zu 
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kontrollieren, hat. Hierfür wurden Mäuse ig oder iv mit Lm infiziert. An verschiedenen Tagen 
nach der Infektion wurde der Bakteriengehalt verschiedener Organe bestimmt (Abbildung 
11). Eine Behandlung mit FTY720 veränderte den Verlauf der Lm-Infektion weder in 
Hinsicht auf die Dissemination noch hinsichtlich der Clearance der Bakterien in Milz, Leber 
und MLN nach ig oder iv Infektion. 
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Abbildung 11: Lm-Titer in FTY720 behandelten Mäusen. C57BL/6 Mäuse erhielten Trinkwasser mit  
5 µg/ml FTY720 (♦) oder blieben unbehandelt (◊). Einen Tag später wurden die Mäuse iv mit 1 × 103 oder ig 
mit 1 × 109 Lm infiziert. An den angegebenen Tagen nach der Infektion wurden die Tiere getötet und die 
Bakterientiter in Milz, Leber, MLN und Dünndarm bestimmt. Die Ergebnisse sind repräsentativ für 2 
unabhängige Experimente je Infektionsroute. 
 
 
 
4.2.2 Einfluss von FTY720-Behandlung und Splenektomie auf die primäre  
T-Zellantwort nach oraler Infektion 
Der Einfluss von FTY720 und/oder Splenektomie auf die Entstehung von T-Zell-Antworten 
wurde zunächst nach ig Infektion mit 2 × 109 LmOVA analysiert. Drei Wochen vor der 
Infektion, wurde ein Teil der Mäuse splenektomiert und 24 h vor der Infektion mit 5 µg/ml 
FTY720 im Trinkwasser behandelt. Neun Tage nach der Infektion wurden die T-Zell-
Antworten in Milz. Leber, MLN und Dünndarmepithel mittels Durchflusszytometrie 
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analysiert. Zur Analyse der CD8+ T-Zell-Antworten wurden die Zellen mit Antikörpern gegen 
CD8α, CD62L und mit OVA257-264-Tetrameren gefärbt. CD4+ T-Zell-Antworten wurden 
mittels einer intrazellulären IFNγ-Färbung untersucht. Hierfür wurden die Zellen mit dem 
immundominanten Listeriolysin-O-Peptid LLO190-201 restimuliert und nachfolgend mit mAk 
gegen CD4 und gegen IFNγ gefärbt. 
Die FTY720-Behandlung hatte eine substantielle Reduktion der Gesamtzahl an CD8+ T-
Zellen in Milz und Leber, aber nicht in den MLN und dem intestinalem Epithel zur Folge 
(Abbildung 12). Die Frequenzen der OVA257-264-spezifischen CD8+ T-Zellen waren, wenn 
überhaupt, in allen untersuchten Geweben nur leicht reduziert. Aufgrund der Verringerung der 
Gesamt-CD8+-T-Zell-Zahlen konnte für Milz und Leber trotzdem eine signifikante 
Verringerung der Zahl OVA257-264-spezifischer CD8+ T-Zellen festgestellt werden. Die 
Splenektomie veränderte die Frequenzen und absoluten Zellzahlen OVA257-264-spezifischer 
CD8+ T-Zellen nur marginal gegenüber den nicht splenektomierten Tieren. Insgesamt wurden 
nach FTY720-Behandlung und oraler Infektion mit LmOVA verminderte, aber dennoch 
starke antigenspezifische Antworten in allen analysierten Organen gemessen. 
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Abbildung 12: Primäre CD8+ T-Zell-Antwort nach oraler Infektion von FTY720-behandelten und 
splenektomierten Mäusen. C57BL/6 Mäuse wurden ig mit 2 × 109 LmOVA infiziert. Drei Wochen vor der 
Infektion, wurden die Mäuse splenektomiert (SPX) und 24 h vor der Infektion mit 5 µg/ml FTY720 im Trink-
wasser behandelt (FTY720). Neun Tage nach der Infektion wurden die CD8+ T-Zell-Antworten in Milz. Leber, 
MLN und Dünndarmepithel (IEL) mittels OVA257-264-Tetrameren analysiert. Die Abbildung zeigt die Gesamt-
zahl der CD8α+ T-Zellen pro Organ, die Prozentwerte der OVA257-264-Tetramer+ CD62Llow Zellen innerhalb der 
CD8α+ T-Zellen und die absoluten Zahlen der OVA257-264-Tetramer+ CD62Llow CD8α+ T-Zellen (log10 
Skalierung). Die Balken zeigen den Mittelwert ± SD von drei individuell analysierten Mäusen pro Gruppe. Die 
Ergebnisse sind  repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
 
Eine FTY720-Behandlung reduzierte die CD4+ T-Zellzahlen in Milz und Leber, veränderte 
die CD4+ T-Zellzahlen in MLN und Dünndarmepithel aber nur geringfügig (Abbildung 13 
und nicht gezeigte Daten).  In der Milz konnten niedrige Frequenzen LLO190-201-spezifischer 
CD4+ T-Zellen gemessen werden.  Die Behandlung mit FTY720 reduzierte diese Frequenzen, 
sodass die Gesamtzahlen nach Antigenrestimulation IFNγ-produzierender CD4+ T-Zellen sich 
in dem Bereich des unspezifischen Hintergrundes befanden. In der Leber bewirkte die 
FTY720-Behandlung eine Reduktion und die Splenektomie eine geringe Erhöhung der 
Frequenzen LLO190-201-spezifischer CD4+ T-Zellen. Betrachtet man jedoch die Gesamtzell-
zahlen, dann zeigten sowohl FTY720-behandelte als auch zusätzlich splenektomierte Tiere 
nur eine sehr schwache CD4+-Antwort, wohingegen die Splenektomie alleine keinen Einfluss 
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auf die Gesamtzahl der LLO190-201-spezifischen CD4+ T-Zellen in der Leber hatte. Obwohl 
auch in den MLN infizierter Mäuse LLO190-201-spezifische CD4+ T-Zellen detektiert werden 
konnten, waren die Frequenzen nach Lm-Infektion bereits in unbehandelten Mäusen zu nahe 
an den Hintergrundwerten, weshalb verlässliche Aussagen über die Veränderungen der CD4+ 
T-Zellantworten unter verschiedenen Bedingungen nicht möglich waren (nicht gezeigte 
Daten). Im Dünndarmepithel verursachte die FTY720-Behandlung eine Verminderung der 
Frequenzen antigenspezifischer CD4+ T-Zellen. Trotzdem konnten auch in splenektomierten 
und nachfolgend FTY720-behandelten Mäusen  noch größere Mengen antigenspezifischer 
CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden. 
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Abbildung 13: Primäre CD4+ T-Zell-Antwort nach oraler Infektion von FTY720-behandelten und 
splenektomierten Mäusen. C57BL/6 Mäuse wurden mit 2 × 109 LmOVA infiziert. Drei Wochen vor der 
Infektion, wurden die Mäuse splenektomiert (SPX) und 24 h vor der Infektion mit 5 µg/ml FTY720 im Trink-
wasser behandelt (FTY720). Neun Tage nach der Infektion wurden die Lymphozyten aus Milz, Leber und 
Dünndarmepithel (IEL) isoliert und mit 10-6M LLO190-201-Peptid (■) oder ohne Peptid (□) inkubiert. Nach 5 h 
wurden die Zellen extrazellulär mit anti-CD4 mAk und intrazellulär mit anti-IFNγ mAk gefärbt und mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Die Abbildung zeigt die Gesamtzahl der CD4+ T-Zellen, die Prozentwerte der 
IFNγ+ Zellen innerhalb der CD4+ Zellen und die Gesamtzahl der IFNγ+ CD4+ Zellen (log10).  Die Balken zeigen 
den Mittelwert ± SD von drei individuell analysierten Mäusen pro Gruppe. Die Ergebnisse sind repräsentativ für 
drei unabhängige Experimente. 
 
4.2.3 Einfluss von FTY720-Behandlung und Splenektomie auf die Primärantwort nach 
intravenöser Infektion 
Inwieweit FTY720 die Emigration von Lymphozyten aus Strukturen wie den isolierten 
lymphoiden Follikeln und den Cryptopatches der Darmmukosa und aus Darm-assoziierten 
lymphoiden Geweben blockiert, ist unklar. Um zu beurteilen, ob die nach oraler LmOVA-
Infektion beobachteten T-Zell-Antworten in der intestinalen Mukosa oder in Darm-
assoziierten-lymphoiden-Gewebe induziert wurden, wurden die T-Zell-Antworten nach iv 
LmOVA-Infektion untersucht. Nach iv Infektion ist die Dissemination der Listerien haupt-
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sächlich auf Milz und Leber beschränkt (Abbildung 11). Neun Tage nach einer Infektion mit 
5000 LmOVA-Organismen konnten deutliche OVA257-264-spezifische CD8+ T-Zellantworten 
in Milz und Leber gemessen werden (Abbildung 14A). Die Behandlung mit FTY720 
reduzierte die Frequenzen antigenspezifischer CD8+ Zellen in der Milz, aber nicht in der 
Leber. Aufgrund der Verringerung der absoluten Lymphozyten-Zahlen in beiden Organen 
unter FTY720-Behandlung war aber auch die Zahl der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen in 
Milz und Leber signifikant vermindert. Das vorherige Entfernen der Milz reduzierte die 
Frequenzen und Gesamtzahlen antigenspezifischer CD8+ T-Zellen in der Leber zusätzlich. 
Diese Werte variierten allerdings in recht starkem Ausmaß zwischen individuell analysierten 
Tieren. Eine mögliche Ursache für diese Varianz könnte eine unterschiedlich starke 
Ausbreitung der Bakterien in den Mäusen sein. In einigen Mäusen könnte die Dissemination 
auf Milz und Leber beschränkt bleiben, während in anderen auch andere lymphoide und 
nicht-lymphoide Gewebe, insbesondere auch der Darmtrakt, erreicht werden (siehe auch 
Abbildung 11). 
Um eine über Milz und Leber hinausgehende Verbreitung der Bakterien in den Mäusen zu 
verhindern, wurden diese mit nur 500 Bakterien infiziert. Zusätzlich wurden die Bakterien am 
Tag 2 nach Infektion mittels Ampicillin-Behandlung wieder eliminiert, um eine sekundäre 
Dissemination zu verhindern. Unter diesen Bedingungen konnten immer noch starke T-Zell-
Antworten auf eine LmOVA-Infektion in ansonsten unbehandelten Mäusen beobachtet 
werden (Abbildung 14B). Sowohl die Splenektomie als auch die FTY720-Behandlung 
reduzierten die Anzahl OVA257-264-spezifischer CD8+ T-Zellen. Bei Tieren, die beide 
Behandlungen erfuhren, konnten praktisch keine CD8+ T-Zell-Antworten mehr gemessen 
werden. 
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Abbildung 14: Primäre CD8+ T-Zell-Antwort nach iv Infektion von FTY720-behandelten und 
splenektomierten Mäusen. C57BL/6 Mäuse wurden iv mit 5 × 103 (A) oder 500  (B) LmOVA infiziert. Drei 
Wochen vor der Infektion, wurden die Mäuse splenektomiert (SPX) und 24 h vor der Infektion mit 5 µg/ml 
FTY720 im Trinkwasser behandelt (FTY720). Neun Tage nach der Infektion wurden die CD8+ T-Zell-
Antworten in Milz und Leber mittels OVA257-264-Tetrameren analysiert. Die Abbildung zeigt die Gesamtzahl der 
CD8α+ T-Zellen pro Organ, die Prozentwerte der OVA257-264-Tetramer+ CD62Llow Zellen innerhalb der CD8α+ 
T-Zellen und die absoluten Zahlen der OVA257-264-Tetramer+ CD62Llow CD8α+ T-Zellen (log10-Skalierung). Die 
Balken zeigen Mittelwerte ± SD von drei individuell analysierten Mäusen pro Gruppe. Die Ergebnisse sind 
repräsentativ für zwei (A) bzw. drei (B) unabhängige Experimente. 
 
Da eine längere Behandlung mit FTY720 zu einer substantiellen Depletion peripherer T-
Zellen führt (Cose et al., 06; Brinkmann, 04), könnte die in den vorangehenden Experimenten 
beobachtete Reduktion der T-Zell-Antworten zumindest zum Teil auf eine verminderte 
Verfügbarkeit naiver Vorläuferzellen für das Priming zurückzuführen sein. Um diese 
Möglichkeit auszuschließen, wurden Thy1.1+ kongene C57BL/6 Mäuse iv mit 1000 LmOVA 
infiziert. Einen Tag nach der Infektion wurden in diese Mäuse gereinigte, naive CD8+ T-
Zellen aus OT1 Mäusen (Thy1.2+), einem Mausstamm, der transgen für einen OVA257-264-
spezifischen TZR ist (Foulds et al., 02), transferiert. Hierfür wurden aus den Lymphozyten 
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von Milz, MLN und PLN der OT1 Mäuse die CD8+ CD62Lhigh Zellen mittels magnetischer 
Zellsortierung isoliert. Aus den vereinigten Lymphozyten wurden zunächst mit FITC-
markierten mAk und anti-FITC-Beads die CD4+, B220+ und MHC-II+ Zellen depletiert. 
Anschließend wurde mit anti-CD62L-Beads eine positiv-Selektion durchgeführt. Vor dem 
Transfer wurden die OT1-Zellen CFSE-markiert, um die die in-vivo-Proliferation der Zellen 
bestimmen zu können. Jeder Empfängermaus wurden 3-4 × 106 CD8+ CD62Lhigh Zellen 
injiziert. 
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Abbildung 15: Primäre CD8+ T-Zell-Antwort gegen LmOVA in einem Transfermodell. Für Thy1.1 
kongene C57BL/6 Mäuse wurden splenektomiert und FTY720-behandelt wie beschrieben. Die Mäuse wurden 
mit 1000 LmOVA infiziert oder naiv belassen. Einen Tag nach der Infektion erhielten alle Mäuse 3-4 × 106 auf-
gereinigte, naive CD8+ T-Zellen aus OT1 Mäusen. Die CD8+ T-Zellen wurden vor dem Transfer mit CFSE 
markiert. Drei Tage nach dem T-Zell-Transfer wurden die Lymphozyten aus Milz und Leber isoliert und mittels 
Durchflusszytometrie analysiert. Die Abbildung zeigt den Anteil der aus den OT1 Mäusen stammenden Thy1.2+ 
CD8α+ T-Zellen an den gesamten CD8α+ T-Zellen, die absoluten Zahlen der Thy1.2+ CD8α+ T-Zellen  (log10-
Skalierung) sowie die Frequenzen der CFSElow Zellen innerhalb der Thy1.2+ CD8α+ T-Zellen. Die Balken geben 
Mittelwerte ± SD von drei individuell analysierten Mäusen pro Gruppe an. Die Ergebnisse sind repräsentativ für 
drei unabhängige Experimente. 
 
Die Infektion der Empfängertiere verursachte eine starke Proliferation der transferierten 
Zellen in Milz und Leber (Abbildung 15). Dieses wurde durch den Anstieg der Gesamtzahl 
der Thy1.2+ CD8+ T-Zellen und durch die Abnahme der CFSE-Intensität dieser Zellen am 
Tag drei nach der Infektion deutlich. Gemäß der verminderten CFSE-Floureszenz  hatte sich 
die Mehrzahl der Thy1.2+ CD8+ T-Zellen mindestens dreimal geteilt (nicht gezeigte Daten). 
Hinsichtlich der Prozentsätze Thy1.2-positiver Zellen und der reduzierten CFSE Intensität, 
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hatte eine FTY720-Behandlung keinen Einfluss auf die Proliferation transferierter Zellen in 
Milz und Leber. Durch die Verminderung der gesamten CD8+ T-Zellzahlen führte die 
FTY720-Behandlung aber zu einer Reduzierung der Thy1.2+ CD8+ T-Zellen in der Leber. 
Das Entfernen der Milz hingegen hatte eine deutlich geringere Proliferation der transferierten 
Zellen zur Folge. Nach Kombination von Splenektomie und FTY720-Behandlung war 
praktische keine Proliferation dieser Zellen mehr messbar. 
 
4.2.4 Einfluss einer FTY720-Behandlung und Splenektomie auf die Sekundärantwort 
nach iv Infektion 
Im Folgenden wurde der Einfluss einer FTY720-Behandlung in Kombination mit 
Splenektomie auf die Ausbildung einer Sekundärantwort untersucht. Mäuse wurden mit 5000 
LmOVA Bakterien iv infiziert und drei Wochen nach der Infektion, als die Tiere die Infektion 
komplett überwunden und die Bakterien eliminiert hatten, wurden einer Gruppe von Mäusen 
die Milzen entnommen. Nach weiteren zwei Monaten wurden die Mäuse mit FTY720 im 
Trinkwasser behandelt und einen Tag später iv mit 105 LmOVA infiziert.  Nach weiteren fünf 
Tagen wurden die T-Zell-Antworten in Milz und Leber analysiert. Die zweite Infektion 
erzeugte eine starke OVA257-264-spezifische CD8+ T-Zell-Antwort in allen untersuchten 
Geweben (Abbildung 16). Bezogen auf die Frequenzen antigenspezifischer Zellen 
verminderte eine FTY720-Behandlung diese Antworten in der Milz nur leicht. In einigen 
Experimenten war auch in der Leber eine leicht geringere Frequenz antigenspezifischer Zellen 
zu beobachten (nicht gezeigte Daten). Aufgrund der T-Zell-depletierenden Wirkung von 
FTY720 war die Reduktion der absoluten Zahlen OVA257-264-spezifischer CD8+ T-Zellen 
ausgeprägter. Das Entfernen der Milz verursachte sowohl als alleinige Maßnahme als auch in 
Kombination mit einer FTY720-Behandlung eine drastische Verminderung der 
Sekundärantwort fast bis auf das Hindergrundniveau in nicht sekundär infizierten Tieren 
(Abbildung 16). Dieses Zusammenbrechen der Sekundärantwort war nicht auf die Leber 
beschränkt, sondern konnte auch in den MLN beobachtet werden (nicht gezeigte Daten). 
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Abbildung 16: Sekundäre CD8+ T-Zell-Antwort nach iv Infektion von FTY720-behandelten und 
splenektomierten Mäusen. C57BL/6 Mäuse wurden mit 5 × 103 LmOVA infiziert. Drei Wochen nach der 
Infektion wurden die Mäuse splenektomiert (SPX). Nach weiteren zwei Monaten wurden die Mäuse mit 105 
LmOVA sekundär infiziert (sek) oder blieben unbehandelt (prim). Entsprechend gekennzeichnete Gruppen von 
Mäusen erhielten 5 µg/ml FTY720 im Trinkwasser ab einem Tag vor der Sekundärinfektion (FTY720). Fünf 
Tage nach der Sekundärinfektion wurden die CD8+ T-Zell-Antworten mit Hilfe von OVA257-264-Tetrameren 
analysiert. Die Abbildung zeigt die Gesamtzahl der CD8α+ T-Zellen pro Organ, die Prozentwerte der OVA257-
264-Tetramer+ CD62Llow Zellen innerhalb der CD8α+ T-Zellen und die absoluten Zahlen der OVA257-264-
Tetramer+ CD62Llow CD8α+ T-Zellen (log10-Skalierung). Die Balken zeigen Mittelwerte ± SD von drei 
individuell analysierten Mäusen pro Gruppe. Die Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige 
Experimente. 
 
Parallel zu der Untersuchung antigenspezifischer CD8+ T-Zellen mittels MHC-Klasse-I-
Tetramer-Färbung wurde die  IFNγ Produktion in CD4+ T-Zellen nach Inkubation mit LLO190-
201 untersucht (Abbildung 17). Nach FTY720-Behandlung waren die  Frequenzen  LLO190-201-
spezifischer CD4+ T-Zellen in Milz und Leber verglichen mit unbehandelten Tieren nur leicht 
reduziert. Der Hintergrund  der IFNγ Produktion in der Leber war in diesem Experiment 
allerdings recht hoch. Aufgrund einer Verminderung der Gesamtzahlen an CD4+ T-Zellen 
waren die Zahlen antigenspezifischer CD4+ T-Zellen ebenfalls reduziert. Eine Splenektomie 
alleine führte ebenfalls zu einer Verringerung der Antwort, aber die Kombination mit einer 
FTY720-Behandlung hatte keinen zusätzlichen hemmenden Effekt. 
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Abbildung 17: Sekundäre CD4+ T-Zell-Antwort nach iv Infektion von FTY720-behandelten und 
splenektomierten Mäusen. C57BL/6 Mäuse wurden mit 5 × 103 LmOVA infiziert. Drei Wochen nach Infektion 
wurden die Mäuse splenektomiert (SPX). Nach weiteren zwei Monaten wurden die Mäuse mit 105 LmOVA 
sekundär infiziert (sek) oder blieben unbehandelt (prim). Entsprechend gekennzeichnete Gruppen von Mäusen 
erhielten 5 mg/ml FTY720 im Trinkwasser ab einem Tag vor der Sekundärinfektion (FTY720). Fünf Tage nach 
der Sekundärinfektion wurden die Lymphozyten aus Milz und Leber isoliert und mit 10-6 M LLO190-201 Peptid (■) 
oder ohne Peptid (□) inkubiert. Nach 5 h wurden die Zellen extrazellulär mit anti-CD4 mAk und intrazellulär mit 
anti-IFNγ mAk gefärbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Abbildung zeigt die Gesamtzahl der 
CD4+ T-Zellen, die Prozentwerte der IFNγ+ Zellen innerhalb der CD4+ Zellen und die Gesamtzahl der IFNγ+ 
CD4+ Zellen (log10). Die Balken zeigen Mittelwerte ± SD von drei individuell analysierten Mäusen pro Gruppe. 
Die Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente. 
 
Da die Milz einen großen Anteil an Gedächtnis-Zellen enthält, könnten die schwächeren 
Sekundärantworten in splenektomierten Mäusen schlicht die geringere Anzahl an Gedächtnis-
Zellen widerspiegeln, welche für die Initiierung einer Antwort zur Verfügung stehen. 
Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde ein Transferversuch durchgeführt, in dem normale 
und splenektomierte Mäuse vor einer Infektion gleiche Mengen an Gedächtniszellen erhielten. 
Für Thy1.1+ kongene C57BL/6 Mäuse wurden mit 5 × 103 LmOVA infiziert. Nach zwei 
Monaten wurden Lymphozyten aus Milz, PLN und MLN isoliert und vereinigt. Die roten 
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Blutkörperchen wurden lysiert und die Zellen vor dem Transfer zweimal mit PBS gewaschen. 
Zellen, die pro Empfängertier der Anzahl nach dem Lymphozytengehalt einer halben Milz 
entsprachen wurden intravenös in naive Thy1.2+ C57BL/6 Rezipienten transferiert. Von den 
Rezipienten war eine Gruppe drei Wochen zuvor splenektomiert worden. Vier Stunden nach 
dem Zelltransfer wurden die Tiere mit  105 LmOVA  infiziert. Nach weiteren fünf Tagen 
wurden die T-Zell-Antworten in Milz und Leber analysiert. Die Infektion der Rezipienten 
bewirkte eine signifikante Vergrößerung der transferierten Thy1.1+ CD8+ T-Zell-Population 
in Milz und Leber (Abbildung 18B). Sowohl in der Milz als auch in der Leber war ein großer 
Anteil dieser Zellen spezifisch für OVA257-264. 
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Abbildung 18: Sekundäre CD8+ T-Zell-Antwort nach T-Zell-Transfer. Für Thy1.1 kongene C57BL/6 Mäuse 
wurden mit 5 × 103 LmOVA infiziert. Zwei Monate später wurden Lymphozyten, der Menge nach einer halben 
Milz entsprechend, aus diesen Mäusen iv in naive Thy1.2+ C57BL/6 Mäuse transferiert. Von den Empfängern 
wurde eine Gruppe drei Wochen vor Transfer splenektomiert. Vier Stunden nach dem Transfer wurden die 
Empfänger mit 105 LmOVA infiziert oder blieben unbehandelt (n.i.). Fünf Tage später wurden die CD8+ T-Zell-
Antworten in Milz und Leber mittels OVA257-264-Tetrameren analysiert. (A) Endogene Thy1.1- T-Zellen. (B) 
Transferierte Thy1.1+ T-Zellen. Die Graphen zeigen die Gesamtzahl der CD8α+ T-Zellen pro Organ, die 
Prozentwerte der OVA257-264-Tetramer+ CD62Llow Zellen innerhalb der CD8α+ T-Zellen und die absoluten 
Zahlen der OVA257-264-Tetramer+ CD62Llow CD8α+ T-Zellen (log10-Skalierung). Die Balken zeigen Mittelwerte 
± SD von drei individuell analysierten Mäusen pro Gruppe. Die Ergebnisse sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. 
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Endogene (Thy1.2+) OVA257-264-spezifische CD8+ T-Zell-Antworten der Rezipienten konnten 
in Milz und Leber ebenfalls detektiert werden, wenn auch mit 10-20-fach geringeren 
Frequenzen und Zellzahlen (Abbildung 18A). Die Splenektomie der Rezipienten bewirkte 
eine Akkumulation OVA257-264-spezifischer CD8+ Gedächtnis-T-Zellen in den Lebern dieser 
Mäuse.  Diese Population vergrößerte sich nach Infektion der splenektomierten Rezipienten 
aber nicht. Ähnlich wie für die Primärantwort bereits beschrieben (Abbildung 14), konnte nur 
eine sehr niedrige endogene CD8+ T-Zell-Antwort in den splenektomierten Tieren gemessen 
werden. 
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Abbildung 19:  Sekundäre CD4+ T-Zell-Antwort nach T-Zell-Transfer. Für Thy1.1 kongene C57BL/6 
Mäuse wurden mit 5 × 103 LmOVA infiziert. Zwei Monate später wurden Lymphozyten, der Menge nach einer 
halben Milz entsprechend, aus diesen Mäusen iv in naive Thy1.2+ C57BL/6 Mäuse transferiert. Von den 
Empfängern wurde eine Gruppe drei Wochen vor Transfer splenektomiert. Vier Stunden nach dem Transfer 
wurden die Empfänger mit 105 LmOVA infiziert oder blieben unbehandelt (n.i.). Fünf Tage nach der Infektion 
wurden die Lymphozyten aus Milz und Leber isoliert und mit 10-6M LLO190-201-Peptid (■) oder ohne Peptid (□) 
inkubiert. Nach 5 h wurden die Zellen extrazellulär mit anti-CD4 mAk und intrazellulär mit anti-IFNγ mAk 
gefärbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. (A) Endogene Thy1.1- T-Zellen. (B) Transferierte Thy1.1+ 
T-Zellen. Die Abbildung zeigt die Gesamtzahl der CD4+ T-Zellen, die Prozentwerte der IFNγ+ Zellen innerhalb 
der CD4+ Zellen und die Gesamtzahl der IFNγ+ CD4+ Zellen (log10).  Die Balken zeigen Mittelwerte ± SD von 
drei individuell analysierten Mäusen pro Gruppe. Die Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige 
Experimente. 
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Die Analyse der IFNγ Produktion in CD4+ T-Zellen nach in vitro Restimulation mit LLO190-
201 ergab ein ähnliches Muster von Antworten (Abbildung 19). Die Infektion der Rezipienten 
hatte deutlich erhöhte Frequenzen und Zellzahlen IFNγ-produzierender Donor-T-Zellen zur 
Folge und eine schwache Antwort endogener T-Zellen. Die Splenektomie der Rezipienten 
führte zu einer Akkumulation antigenspezifischer CD4+ T-Zellen in der Leber. Die 
Frequenzen und absoluten Zellzahlen dieser Population stiegen aber nach einer Infektion der 
Rezipienten nicht an. 
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5 Diskussion 
5.1 Charakterisierung mukosaler CD8αβ+ T-Lymphozyten nach 
bakterieller Infektion 
Nach Infektion mit LmOVA konnten aktivierte und OVA-spezifische CD8αβ+ T-Zellen aus 
Milz, Leber und Dünndarmepithel der Maus isoliert und einem Transkriptomvergleich auf 
Oligonukleotidarrays unterzogen werden. Hierdurch konnte eine Anzahl von Genen identifi-
ziert werden, die in den intraepithelialen CD8αβ+ T-Zellen aus dem Darm eine deutlich 
andere Expressionsstärke als in entsprechenden Zellen aus den beiden Vergleichsorganen 
aufwiesen. Die Expression einer Gruppe von Proteinen, den NK-Rezeptoren, welche im Darm 
überwiegend herabreguliert waren, wurden in Laufe der vorliegenden Untersuchung mittels 
Durchflusszytometrie näher charakterisiert. 
5.1.1 Aussagekraft des Transkriptomvergleichs 
Zur Untersuchung unterschiedlicher Eigenschaften von systemischen T-Zellen und phäno-
typisch vergleichbaren T-Zell-Populationen gleicher Antigenspezifität in der Darmmukosa, 
konnten nach LmOVA-Infektion  OVA-spezifische CD62Llow CD8αβ+ T-Zellen aus IEL, 
Milz und Leber isoliert werden. Insgesamt wurden in vier unabhängigen Experimenten 
Transkriptomvergleiche von Zellen aus Milz und IEL auf Oligonukleotidarrays durchgeführt. 
In drei Fällen wurden parallel dazu  auch Zellen aus Milz und Leber verglichen. Indirekt 
konnten so auch die Expressionsstärken zwischen Zellen aus Leber und IEL verglichen 
werden. Bei drei dieser Versuche wurde die RNA auf  8,4 K-Arrays mit potentiell immun-
relevanten Genen hybridisiert. In einem dieser Versuche wurden nicht Zellen einer 
bestimmten Antigenspezifität verglichen, sondern alle CD62Llow CD8αβ+ T-Zellen. In diesem 
Fall wurden nicht nur kürzlich TZR-abhängig aktivierte Zellen betrachtet, sondern die Popu-
lation enthielt insbesondere im Darm auch Gedächtnis-T-Zellen. Das Einbeziehen dieses 
Vergleiches in die spätere Auswahl als reproduzierbar differentiell exprimiert angesehener 
Gene, kann einerseits zu dem Ausschluss von Genen führen, welche nur in kürzlich 
aktivierten Zellen im Dünndarm differentiell reguliert sind, andererseits erlaubt dieses 
Vorgehen eine Verallgemeinerung der Resultate dahingehend, dass der Phänotyp nicht nur für 
Zellen einer Antigenspezifität charakteristisch ist. 
Die in Tabelle 3 angegebenen Zahlen an mindestens 2-fach unterschiedlich stark exprimierten 
Genen pro Experiment (238 bis zu 1233 für die IEL) sind wahrscheinlich höher als die tat-
sächlich in den antigenspezifischen CD62Llow CD8αβ+ T-Zellen mindestens 2-fach differen-
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tiell exprimierten Gene. Dieses ist schon aus Abbildung 3D ersichtlich. Bei zwei identischen 
Versuchen wurden zwar in den IEL eine annähernd gleiche Anzahl mehr als 2-fach unter-
schiedlich zu Milzzellen exprimierter Gene gefunden (250 und 238), nur gut die Hälfte davon, 
nämlich 133 Gene, waren aber in beiden Versuchen in gleicher Weise differentiell reguliert. 
Bei den in Tabelle 4 zusammengetragenen 31 Genen, die in allen vier Experimenten als in 
den IEL differentiell reguliert identifiziert wurden, können aber zufällige Schwankungen aus-
geschlossen werden. 
Ein weiterer Faktor, der bei der Beurteilung der Mikroarray-Ergebnisse in Betracht gezogen 
werden muss, ist eine mögliche Verunreinigung der sortierten CD62Llow CD8αβ+ T-Zellen 
mit anderen Zelltypen. Besonders in den IEL, die zwischen Epithelzellen sitzen und an diese 
adherieren, ist trotz magnetischer und durchflusszytometrischer Sortierung eine vollständige 
Eliminierung dieser Zellen nicht sicher. Bei Zellen aus Milz und Leber ist dagegen eine 
solche Verunreinigung eher unwahrscheinlich. Die in allen Experimenten in den IEL größere 
Anzahl unterschiedlich zu Milzzellen regulierter Gene (238 bis 615 auf dem 8,4 K-Array) als 
in der Leber (19 bis 160 auf dem 8,4 K-Array) kann daher einerseits in einer tatsächlich grö-
ßeren Ähnlichkeit zwischen aus Milz und Leber isolierten T-Zellen resultieren, sie kann aber 
auch zum Teil eventuell auf Verunreinigungen der IEL mit Epithelzellen oder TZRγδ+ T-
Zellen zurückzuführen sein. Hinweise auf solche Verunreinigungen liefern das in allen 
Experimenten unterschiedlich regulierte Gen T-Zell-Rezeptor Gamma Variable 4 sowie das 
Gen Cadherin 1 (E-Cadherin), welches auf dem 44 K-Array in den IEL stark heraufreguliert 
war. Hervorzuheben ist, dass selbst Kontaminationen von nur einem Prozent oder weniger 
unter Unständen die Analyseergebnisse deutlich verändern können. So ist es vorstellbar, dass 
in Epithelzellen oder sekretorischen Zellen im Darm bestimmte Gene durchaus 1000-fach 
stärker exprimiert werden als in T-Zellen. 
Für die auf dem 44 K-Array als differentiell reguliert erscheinenden Sequenzen muss darauf 
hingewiesen werden, dass die Hybridisierung auf diesem gesamt-Mausgenom-Chip nicht 
wiederholt wurde. Hier identifizierte Gene sind also nur als mögliche Hinweise zu verstehen, 
die in jedem Fall einer Validierung bedürfen. Wie in Abbildung 4 und 5 deutlich wird, ist ein 
Großteil der auf dem 44 K-Array in den IEL herauf- oder herunterregulierter Gene mit Meta-
bolismus und grundlegenden zellphysiologischen Prozessen assoziiert. Eine mögliche 
Erklärung für dieses Phänomen wäre, dass die T-Zellen in der Darmmukosa z.B. durch das sie 
umgebende Hormonmilieu beeinflusst werden und ihre metabolischen Prozesse der Umge-
bung anpassen. Wahrscheinlicher erscheint jedoch hier, dass zumindest ein großer Anteil 
dieser unterschiedlich abundanten Sequenzen auf Verunreinigungen mit Epithelzellen 
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zurückgeht. Diese sind auf die Aufnahme und den Transport von Nährstoffen spezialisiert. 
Dieser Zelltyp unterscheidet sich darüber hinaus naturgemäß in den physiologischen 
Prozessen und der Lebensdauer von T-Zellen, so dass ein Teil der hiermit assoziierten Gene 
hierdurch erklärbar wären. Nichtsdestotrotz waren in diesem Experiment auch eine Reihe von 
unterschiedlich regulierten Genen mit Immunantworten, Stressantworten und Migration von 
Zellen assoziiert. Die Heraufregulation des Integrins-αE in den IEL ist beschrieben (Kilshaw 
und Murant, 90; Ericsson et al., 04) und wurde hier sowohl auf den 8,4 K als auch auf dem 44 
K-Array gezeigt. Dieses Ergebnis zeigt, dass mit der vorliegenden Untersuchung 
gewebespezifische Expressionsunterschiede zwischen T-Zellen messbar sind. 
Ein weiterer zu beachtender Punkt ist, dass nach Feststellung eines Expressionsunterschiedes 
auf mRNA Ebene noch der Nachweis einer tatsächlich unterschiedlichen Proteinabundanz in 
den Zellen zu führen ist. Für die in Rahmen dieser Arbeit untersuchten NKR konnte mittels 
Durchflusszytometrie ein Unterschied in der Oberflächenexpression dieser Proteine gezeigt 
werden. 
5.1.2 Genexpressions-Unterschiede zwischen kürzlich aktivierten CD8αβ+ T-Zellen aus 
Milz und Dünndarmepithel 
Betrachtet man lediglich die 20  auf dem 44 K-Array am stärksten differentiell reguliert 
erscheinenden Gene, so finden sich einige Gene, die für eine weitere Untersuchung interes-
sant sein könnten.  
Für die beiden zu einer Genfamilie gehörenden Gene pancreas-associated protein (Pap, auch 
als Reg III-β bezeichnet) und regenerating islet-derived 3 gamma (Reg III-γ), welche fast 
100-fach und 28-fach erhöht waren, ist eine starke Expression im gesamten Dünndarmgewebe 
beschrieben (Itoh und Teraoka, 93; Narushima et al., 97). Die beiden Gene kodieren für 
sekretierte C-Typ-Lektine. Für Pap wurde eine antiinflammatorische Wirkung auf verschie-
denen Zelltypen gezeigt (Vasseur et al., 04). RegIII-γ wird von spezialisierten Epithelzellen 
im Darm sekretiert und für RegIII-γ sowie für humanes Pap1 wurde eine direkte antimikro-
bielle Wirkung nachgewiesen (Cash et al., 06). Beide Gene könnten also wiederum aufgrund 
verunreinigender Epithelzellen in die Liste der in den IEL hochregulierten Gene gelangt sein. 
Sollten die Proteine aber tatsächlich auch von den T-Zellen im Darm exprimiert werden, wäre 
dies ein interessanter Sachverhalt. 
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Für das 24-fach heraufregulierte CTLA4 ist bekannt, dass es die T-Zell-Aktivierung hemmt. 
CXCL10, welches 21-fach heraufreguliert war, wirkt auf CXCR3 exprimierende Th1-Zellen 
chemotaktisch, während es die Einwanderung CCR3 exprimierender Th2-Zellen hemmt 
(Loetscher et al., 01). 
Auffällig war die Heraufregulierung der Expression mehrer Regulatoren von G-Protein-
Signalkaskaden (RGS-Proteine). Eine Gruppe G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, welche 
durch RGS-Proteine reguliert werden, sind die Chemokinrezeptoren. Für alle vier in den 
Transkriptomvergleichen in den IEL heraufregulierten RSG-Proteine (RGS1, RGS2, RGS10 
und RGS16) ist eine Expression in Lymphozyten beschrieben (Reif und Cyster, 00; Beadling 
et al., 99; Haller et al., 02). Für RGS1, welches auf dem gesamt-Mausgenom-Array ca. 40-
fach heraufreguliert erschien, wurde ein hemmender Effekt auf die Chemokin-induzierte 
Migration von B-Zellen beschrieben (Han et al., 05). Eine veränderte RGS-Protein-
Expression in mukosalen T-Zellen könnte also Einfluss auf das Migrationsverhalten dieser 
Zellen nehmen und möglicherweise eine Retention dieser Zellen im Darmepithel begünstigen. 
Die Expression der Chemokinrezeptoren selber war  zwischen den T-Zellen aus der Milz und 
denen des Darmepithels weit weniger unterschiedlich. CCR9 war in den IEL leicht erhöht. 
CX3CR1 war leicht und CCR2 deutlicher herabreguliert. 
Deutlich in den IEL heraufreguliert waren dagegen der Chemokin-(C-motif)-Ligand 1 
(Lymphotactin), die Chemokin-(C-C motif)-Liganden 3 und 4, (MIP-1α und MIP-1β) sowie 
Interferon-γ. Für diese vier Zytokine ist bekannt, dass sie von aktivierten CD8+ T-Zellen 
sekretiert werden. Sie mediieren Typ-1 Immunantworten und wirken zumindest zum Teil 
chemotaktisch (Dorner et al., 02). 
Die verstärkte Expression des Prostaglandin-E-Rezeptors 4 (Subtyp EP4) sowie der beiden 
Gene nuclear receptor subfamily 4 group A member 1 und 2 (NUR77 und  NURR1), welche 
zur Familie der Steroid-Hormonrezeptoren gehören, liefert Hinweise darauf, dass die T-Zellen 
eventuell auf das spezielle Hormonmilieu im Darm reagieren. Möglich ist aber  auch, dass die 
verstärkte Expression dieser Rezeptoren in den T-Zellen des Darmes auf einen gesteigerten 
Aktivierungsgrad der Zellen hinweist. NUR77 beispielsweise wird in unreifen Thymozyten 
und in reifen T-Zellen nach T-Zell-Rezeptor/CD28-Stimulation heraufreguliert. In unreifen 
Thymozyten wirkt dieser Transkriptionsfaktor poroapoptotisch, in aktivierten T-Zellen, kann 
allerdings diese Wirkung unterbunden oder verzögert werden (Cunningham et al., 06). 
Auffällig ist, dass neben NUR77 noch sechs weitere der reproduzierbar in den IEL differen-
tiell regulierten Gene mit dem MAP-Kinase-Signalweg assoziiert sind. Darunter befinden sich 
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vier dual specificity Phosphatasen, die hemmend auf die MAP-Kinase-Signaltransduktion 
wirken (Camps et al., 00). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die differentielle Regulation mehrerer NKR  näher unter-
sucht. KLRG1, NKR-P1C, CD94, NKG2A, NKG2C, NKG2E und NKG2D erschienen im 
Transkriptomvergleich in den IEL herunterreguliert, die 2B4-Expression war in den IEL 
erhöht. In den folgenden Abschnitten werden die Eigenschaften dieser Rezeptoren und 
anschließend die im Rahmen dieser Arbeit zu diesen Rezeptoren gemachten Beobachtungen 
näher diskutiert. 
5.1.3 NK-Rezeptor Expression auf aktivierten CD8αβ+ T-Zellen  
NKR wurden zuerst auf NK-Zellen entdeckt und beschrieben. Mittlerweile wurde ihre 
Expression aber auch auf weiteren Zelltypen, unter anderem auch auf T-Zellen, beschrieben. 
Im Folgenden wird ein Überblick über die Expression und Funktion der hier näher unter-
suchten Rezeptoren auf NK-Zellen und CD8αβ+ T-Zellen gegeben. 
5.1.3.1 NKG2D  
Der NKG2D-Rezeptor ist ein Beispiel für die Erkennung von selbst-Molekülen auf Tumor-
zellen und auf infizierten oder gestressten Zellen. NKG2D ist ein homodimerer Trans-
membranrezeptor mit Ähnlichkeit zu C-Typ-Lektinen. Er erkennt mehrere Oberflächen-
moleküle, die entfernt mit MHC-Klasse-I Molekülen verwand sind. Beim Menschen sind die 
Liganden MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 und ULBP4 bekannt (Bauer et al., 99; Cosman et 
al., 01; Jan et al., 03). In der Maus wurden die Liganden RAE-1α, RAE-1β, RAE-1γ, RAE-
1δ, RAE-1ε, H60 und MULT1 identifiziert (Diefenbach et al., 01; Cerwenka et al., 01; 
Carayannopoulos et al., 02; Diefenbach et al., 03). Die Expression dieser Liganden auf 
gesunden Zellen ist, wenn überhaupt vorhanden, nur sehr gering. In gestressten Zellen und 
unter pathologischen Bedingungen wird ihre Expression jedoch induziert (Hamerman et al., 
04; Gasser et al., 05; Borchers et al., 06). 
In Mensch und Maus ist NKG2D auf fast allen NK-Zellen zu finden. Die Expression in CD8+ 
T-Zellen unterscheidet sich jedoch zwischen den beiden Spezies. Im Menschen wird NKG2D 
in CD8+ T-Zellen des peripheren Blutes konstitutiv exprimiert (Bauer et al., 99), also schon in 
naiven Zellen. In der Maus dagegen wird der Rezeptor erst nach Aktivierung der Zellen 
exprimiert (Jamieson et al., 02). 
Ein weiterer Unterschied zwischen Mensch und Maus besteht in der Expression zweier 
Splice-Varianten, die unterschiedliche Adaptor-Proteine (DAP12 und DAP10) binden. 
DAP12 enthält ein immunoreceptor tyrosin-based activation motif (ITAM), während DAP10 
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stattdessen ein Tyrosin-basierendes Motiv enthält, welches in kostimulatorischen Rezeptoren 
wie CD28 und ICOS zu finden ist (Wu et al., 99; Chang et al., 99). Im Menschen wird nur die 
Variante exprimiert, die exklusiv mit DAP10 assoziiert (Wu et al., 99). In der Maus werden 
beide Varianten exprimiert (Diefenbach et al., 02; Gilfillan et al., 02). Allerdings wird in den 
CD8+ T-Zellen der Maus normalerweise nur DAP10 exprimiert, sodass hier wie im Menschen 
nur der DAP10-vermittelte-Signalweg offensteht (Diefenbach et al., 02; Gilfillan et al., 02). 
NKG2D ist ein aktivierender Rezeptor. Bislang gibt es keine Hinweise darauf, dass die ver-
schiedenen Liganden zu verschiedenen biologischen Effekten führen. Unterschiede in der 
Auswirkung einer Rezeptor-Stimulation bestehen aber zwischen NK- und T-Zellen. Die 
Stimulation von NKG2D auf NK-Zellen kann direkt das zellvermittelte Töten Virus-
infizierter oder transformierter Zellen auslösen (Karre et al., 86; Cosman et al., 01). In T-
Zellen dagegen ist für NKG2D vorwiegend eine kostimulierende Wirkung beschrieben 
(Jamieson et al., 02; Groh et al., 01; Maasho et al., 05; Markiewicz et al., 05; Rausch et al., 
06). Einem anderen Bericht zufolge führt eine NKG2D-Stimulation unter vielen Bedingungen 
jedoch nicht einmal zu einer Kostimulation der CD8+ T-Zellen (Ehrlich et al., 05). 
Neuere Studien deuten an, dass die NKG2D-Expression auf T-Zellen in die Entwicklung von 
Autoimmunkrankheiten involviert ist. So wurde in einem Mausstamm, der spontan einen 
Insulin-abhängigen Diabetes Mellitus entwickelt, die Expression von RAE-1 Proteinen in 
prädiabetischen Inselzellen beobachtet. Die autoreaktiven CD8+ T-Zellen, welche die Bauch-
speicheldrüse infiltrierten, exprimierten NKG2D. Eine nicht-depletierende Behandlung mit 
anti-NKG2D mAb in der prädiabetischen Phase verhinderte den Ausbruch der Krankheit 
durch eine Behinderung der Proliferation und Funktion autoreaktiver CD8+ T-Zellen. 
(Ogasawara et al., 04). Bei Patienten mit Zöliakie wurde die Überexpression von MICA im 
Darmgewebe festgestellt. Es wird vermutet, dass durch IL-15 aktivierte NKG2D-
exprimierende zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten MICA-tragende Gewebe mitunter sogar 
TZR-unabhängig angreifen (Hue et al., 04; Meresse et al., 04; Roberts et al., 01), und dass sie 
dadurch diese Gewebe erheblich schädigen können. 
5.1.3.2 NKG2/CD94 Rezeptoren 
NKG2/CD94 Rezeptoren werden auf den meisten NK-Zellen und auf Teilpopulationen von 
Effektor- und Gedächtnis-CD8αβ+ T-Zellen exprimiert (Slifka et al., 00). NKG2/CD94 
Rezeptoren erkennen nicht-konventionelle MHC-Klasse-Ib-Moleküle als Liganden (HLA-E 
im Menschen und Qa1b in der Maus). Die am häufigsten von diesen MHC-Klasse-Ib 
Molekülen gebundenen Peptide entstammen den Leitsequenzen anderer MHC-Klasse-I-
Proteine (Borrego et al., 98; Aldrich et al., 94; Braud et al., 97; Lee et al., 98). Daher können 
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NKG2/CD94 Rezeptoren die Abundanz der klassischen und bestimmter nicht-konventioneller 
MHC-Klasse-I-Moleküle erkennen. 
Im Menschen gehören NKG2A, -C, -E, und -F zu dieser Rezeptorfamilie, in der Maus wurden 
nur NKG2A, -C, und -E identifiziert (Houchins et al., 91; Lohwasser et al., 99; Vance et al., 
99). CD94 und die NKG2-Proteine sind C-Typ-Lektin-ähnliche Transmembranproteine. 
CD94 kann als Homodimer oder als Heterodimer mit NKG2A oder NKG2C auf der 
Zelloberfläche exprimiert werden (Vance et al., 99; Lazetic et al., 96; Brooks et al., 97). 
CD94 Homodimere binden aber weder HLA-E noch Qa1b (Vance et al., 99; Lazetic et al., 
96). Außerdem haben sie keine zytoplasmatische Domäne, sodass eine Signaltransduktion 
durch diesen Rezeptor unwahrscheinlich ist. NKG2A hat ein immunoreceptor tyrosine-based 
inhibitory motif (ITIM) in seiner zytoplasmatischen Domäne und NKG2A/CD94 
Heterodimere fungieren als inhibitorische Rezeptoren (Houchins et al., 97). NKG2C/CD94 
und NKG2E/CD94 dagegen assoziieren in NK-Zellen der Maus möglicherweise mit dem 
Signalmolekül DAP12 und fungieren als aktivierende Rezeptoren (Lanier et al., 98; Vance et 
al., 99). In Maus-T-Zellen, welche normalerweise kein DAP12 exprimieren ist bislang unklar, 
wie NKG2C/CD94- und NKG2E/CD94-Signale in der Zelle weitergeleitet werden. Berichte 
nach denen NKG2C/CD94 unter Umständen zu einer TZR-unabhängigen Aktivität von T-
Zellen führen kann und in die Entwicklung von Autoimmunkrankheiten involviert ist (Guma 
et al., 05; Meresse et al., 06), sind daher nicht so leicht auf das murine System zu übertragen. 
Byers et al berichten, dass nach Polyoma-Virus-Infektion in den T-Zellen der Maus überwie-
gend NKG2A exprimiert wird (Byers et al., 06). Virus-spezifische Zellen, die mit dem auch 
in der vorliegenden Arbeit verwendeten anti-NKG2A/C/E mAb angefärbt wurden, waren dort 
zu ~90 % NKG2A+. Ähnliches wurde nach LCMV-Infektion beschrieben (McMahon et al., 
02). Für murine T-Zellen, die nach Virus-Infektion den NKG2A/CD94-Rezeptor 
exprimierten, konnten von verschiedenen Arbeitsgruppen keine durch diesen Rezeptor 
vermittelte Inhibition der CTL-Effektor-Funktionen dieser Zellen nachgewiesen werden 
(McMahon et al., 02; Miller et al., 02). Andere Gruppen beschreiben allerdings eine  
Inhibition der T-Zell-Zytotoxizität  durch NKG2A/CD94 nach Virus-Infektionen (Moser et 
al., 02; Suvas et al., 06). 
In dem hier durchgeführten Transkriptomvergleich aktivierter CD8αβ+ T-Zellen nach 
LmOVA-Infektion waren die mRNA für alle drei NKG2-Rezeptoren in den IEL herab-
reguliert. Eine funktionelle Auswirkung dieser unterschiedlichen Rezeptor-Expression auf die 
murinen T-Zellen ist,  wenn überhaupt, nur für NKG2A/CD94 wahrscheinlich. 
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5.1.3.3 KLRG1 
 Der killer cell lectin-like receptor G1 (KLRG1), früher auch mast cell function-associated 
antigen (MAFA) genannt, ist ein Lektin-ähnlicher Transmenbranrezeptor, der ein zyto-
plasmatisches ITIM Motif besitzt (Guthmann et al., 95; Hanke et al., 98; Blaser et al., 98). 
Der Rezeptor wird auf NK-Zellen und Effektor- und Gedächtnis-T-Zellen exprimiert. Als 
Liganden wurden kürzlich E-, N- und R-Cadherin identifiziert (Ito et al., 06; Grundemann et 
al., 06). Grundemann et al. haben beschrieben, dass die Expression von E-Cadherin auf APCs 
die Antigen-induzierte Proliferation und die Induktion der zytolytischen Aktivität von 
KLRG1+ CD8+ T-Zellen inhibiert, nicht jedoch die Zell-vermittelte-Lyse durch bereits 
aktivierte KLRG1+ Effektor-T-Zellen. Einem Bericht von Voeringer et al. zur Folge sind 
KLRG1+ T-Zellen in ihrer Fähigkeit zur Proliferation nach Antigenkontakt stark einge-
schränkt (Voehringer et al., 01). 
5.1.3.4 Hat die niedrigere NKR-Expression auf CD8αβ+ T-Zellen im Darmepithel 
funktionale Konsequenzen? 
Der Nachweis, dass die geringere NKR-Expression auf konventionellen IEL CD8αβ+ T-
Zellen zu einer veränderten Aktivität gegenüber Liganden-exprimierenden Zielzellen führt, 
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht erbracht und steht noch aus. Das Dünndarmepithel 
exprimiert schon im gesunden Zustand einige NKR-Liganden. Die oben aufgeführten 
Beispiele für eine pathologische Wirkung einer erhöhten Expression des aktivierenden NKRs 
NKG2D auf CD8+ T-Zellen im Darm legen nahe, dass durch die Herabregulation dieses 
Rezeptors im Darm eine unerwünschte Schädigung des Gewebes vermieden wird. Die 
Herabregulation inhibitorischer Rezeptoren wie KLRG1 und NKG2A/CD94 ist funktionell 
schwieriger zu erklären. Möglich ist, dass zumindest für KLRG1 die permanente Stimulation 
mit dem von den Epithelzellen konstitutiv exprimierten Liganden E-Cadherin zu stark 
inhibitorisch auf die T-Zellen wirken würde. Möglich ist für KLRG1 auch, dass die 
Expression dieses Rezeptors in den IEL mit der Interaktion zwischen dem Integrin-αEβ7 auf 
den T-Zellen und E-Cadherin auf den Epithelzellen interferiert. Denkbar sind hier sowohl eine 
Kompetetion um Bindungsstellen oder eine sterische Behinderung von Bindungsstellen, als 
auch eine Veränderung der Integrin-Bindungsaffinität durch KLRG1. Dieses könnte 
Auswirkungen auf die Migration der T-Zellen in das Epithel bzw. auf ihre Fähigkeit zur 
Retention im Epithel haben. 
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5.1.3.5 Werden die NKR nach Eintritt in das intestinale Epithel herabreguliert, oder 
migrieren präferentiell NKR-negative Zellen in das Darmgewebe? 
Unklar ist, ob die niedrigere Expression der NKR in den IEL eine Folge der bevorzugten 
Migration NKR-negativer Zellen in den Darm ist, oder ob das Darmmilieu eine Herab-
regulation der Rezeptoren bewirkt. Ein Versuch, diese Fragestellung durch Transfer NKR-
positiver Zellen in Thy1.1 kongene Mäuse zu bearbeiten, führte zu keinen belastbaren 
Resultaten. Es konnten zuwenig transferierte Zellen aus den IEL wiedergewonnen werden, 
um über eine Herabregulation oder konstante Expression der Rezeptoren in den IEL zu 
urteilen (Daten nicht gezeigt). Dieser Ansatz erlaubte außerdem keine Diskriminierung 
zwischen schon einige Tage in den IEL befindlichen und kürzlich eingewanderten Zellen, 
welche möglicherweise für eine Gewebe-induzierte Herabregulation den entsprechende 
Faktoren zu kurz ausgesetzt waren. 
Hinweise auf den vorherrschenden Mechanismus könnte aber die Analyse der Auswirkung 
verschiedener Infektionsrouten auf die NKR-Expression auf den CD8αβ+ T-Zellen des 
Darmepithels geben. Die Beobachtung, dass nach iv Infektion die NKR-Expression auf den 
IEL höher ist, als nach ig Infektion, sowie die in den MLN im Vergleich zur Milz etwas 
geringfügigere NKR-Expression, lassen zwei verschiedene, sich aber nicht ausschließende 
Mechanismen vermuten. Eine Aktivierung von T-Zellen im GALT könnte erstens dazu 
führen, dass mehr T-Zellen zu einem früheren Zeitpunkt in das Darmepithel einwandern, als 
dies nach iv Infektion der Fall ist. Außerdem haben bei Verwendung dieser Infektionsroute 
mehr T-Zellen einen Phänotyp, der ihnen die Akkumulation im Darmgewebe ermöglicht 
(Mora et al., 03; Johansson-Lindbom et al., 03; Iwata et al., 04). Damit wären nach ig 
Infektion mehr T-Zellen deutlich länger den Einflüssen des Epithels ausgesetzt, als nach iv 
Infektion. Diese Theorie spräche für eine Herabregulation der NKR nach Eintritt in das 
Epithel. Eine zweite Möglichkeit ist, dass bei einer Aktivierung im MALT insbesondere auf 
Zellen, die mit einem Darm-trophischen Phänotyp ausgestattet werden, eine geringere 
Expression von NKR induziert wird. 
Mögliche Ursachen für eine Herabregulation der Rezeptoren nach Eintritt in das Darmepithel 
werden in den folgenden beiden Abschnitten diskutiert. 
5.1.3.6 Einfluss der Darmflora auf die NKR-Expression  
Bei der Suche nach unterschiedlichen Einflüssen auf die T-Zellen in  Milz und intestinalem 
Epithel liegt es nahe, einen Einfluss der Bakterienflora im Darm auf die NKR-Expression zu 
vermuten. Berichte über Liganden-induzierte Herabregulation von NKR sowie die Induktion 
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von NKR-Liganden durch LPS (Groh et al., 02; Wiemann et al., 05; Oppenheim et al., 05; 
Hamerman et al., 04) bieten darüber hinaus einen Ansatz zur Erklärung eines solchen 
Einflusses.  
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Experimente mit keimfreien Mäusen sprechen 
aber gegen einen größeren Einfluss der Darmflora auf die niedrigere Expression der NKR in 
den IEL. Sowohl in naiven Tieren als auch nach ig LmOVA-Infektion wurde auch in den 
keimfreien Tieren eine deutlich verringerte NKR-Expression in den CD8αβ+ T-Zellen des 
Darmes gegenüber denen in der Milz festgestellt. Für einige Rezeptoren war der Unterschied 
in den keimfreien Tieren jedoch geringer als in SPF Tieren, sodass ein partieller Einfluss der 
Darmflora auf die Herabregulation möglich ist. 
Ein interessantes Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass in naiven keimfreien Tieren die 
NKR-Expression auf CD62Llow CD8αβ+ Zellen aller untersuchten Organe deutlich geringer 
war als auf entsprechenden Zellen aus naiven SPF-Tieren. Dieses spiegelt den geringeren 
Aktivierungsgrad der Zellen wieder. Die NKR-Expression kann daher neben der CD62L-
Herabregulation als Indikator einer T-Zell-Aktivierung dienen. 
5.1.3.7 Einfluss von Zytokinen auf die gewebespezifische NKR-Expression 
Als andere Ursache für die geringe NKR-Expression auf IEL T-Zellen sind lösliche Faktoren, 
die von Epithelzellen oder regulatorischen Zellen im Darm sekretiert werden, denkbar. So ist 
bekannt, dass im Darm größere Mengen  TGFβ produziert werden (Koyama und Podolsky, 
89). Für dieses Zytokin wurde beschrieben, dass es die Oberflächenpräsenz von NKG2D auf 
NK- und T-Zellen verringern kann (Castriconi et al., 03; Lee et al., 04a). Hier durchgeführte 
Versuche mit CD4dnTGFβRII-transgenen Mäusen, deren T-Zellen TGFβ-Signale nur sehr 
eingeschränkt wahrnehmen können, zeigen, dass sowohl in naiven Tieren als auch nach ig 
LmOVA-Infektion die Differenz zwischen der NKR-Expression auf aktivierten CD8+ T-
Zellen im Darmepithel und denen in der Milz deutlich geringer ist als in wt Kontrolltieren. In 
naiven Tieren war zwischen der NKR-Expression auf CD8+ T-Zellen aus dem Darm und 
Zellen aus der Milz auch in den transgenen Mäusen noch ein Unterschied messbar, aber 
dieser war wesentlich geringer als bei wt Tieren. Wurden nach Infektion nur die OVA-
spezifischen CD8+ T-Zellen verglichen, so war kaum ein Unterschied zwischen der NKR-
Expression in den IEL und in den übrigen analysierten Organen nachweisbar. Neben einer 
direkten Auswirkung der fehlenden bzw. stark verminderten TGFβ-Signaltransduktion auf die 
T-Zellen, könnte dieses Phänomen, insbesondere nach einer Infektion, auch indirekt durch 
eine verstärkte Entzündungsreaktion des Epithels und die nachfolgende Infiltration mit T-
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Zellen aus der Peripherie begründet sein. Eine solche Infiltration ist für diese transgenen 
Mäuse beschrieben (Gorelik und Flavell, 00). In den hier durchgeführten Versuchen wurden 
allerdings möglichst junge Tiere verwendet, bei denen  der Grad dieser Infiltration noch 
moderat sein sollte. 
Auffallend ist, dass in den transgenen Tieren auch die Rezeptoren NKG2A/C/E verstärkt 
exprimiert wurden. Zumindest für NKG2A/CD94 wurde beschrieben, dass dessen Expression 
durch TGFβ Signale induziert und nicht etwa gehemmt wird (Gunturi et al., 05; Suvas et al., 
06). Daher müsste die hier implizierte Hemmung dieser Rezeptorengruppe durch TGFβ eine 
Herabregulation von NKG2C/CD94 und NKG2E/CD94 Rezeptoren bedeuten. Dies wiederum 
stünde im Widerspruch zu der in Abschnitt 5.1.3.2 gemachten Annahme, dass ein Großteil der 
NKG2A/C/E-Färbung auf die Expression von NKG2A zurückgeht. 
Insgesamt bekräftigen die in diesem Versuch erhaltenen Ergebnisse aber die Hypothese, dass 
TGFβ maßgeblich an einer Herabregulation der NKR-Expression auf CD8+ T-Zellen im 
intestinalen Epithel verantwortlich ist. Gleichzeitig zeigen sie aber auch, dass TGFβ hierfür 
nicht der einzige regulatorische  Faktor ist. Die hier untersuchten NKR-Rezeptoren binden 
verschiedene Liganden, sind sowohl inhibitorischer als auch aktivierender Natur und werden 
unter verschiedenen Bedingungen in CD8+ T-Zellen herauf- oder herabreguliert. Daher 
scheint es am plausibelsten, dass jeder dieser Rezeptoren durch eine ganz bestimmte Kombi-
nation von Faktoren im Darm herabreguliert wird, die sich zwar überlappen können, aber 
nicht identisch sein müssen. Denkbar ist eine Kombination aus Liganden-Bindung-induzierter 
Herabregulation und Zytokin-vermittelter Regulation, wobei neben TGFβ noch weitere 
Botenstoffe involviert sein können. 
5.1.3.8 Relevanz für den Menschen? 
Eine nicht unwichtige Frage ist die, ob die im murinen System gemachte Beobachtung der 
verminderten NKR-Expression im Darmepithel auf das humane System übertragbar ist. In der 
Literatur finden sich sowohl Hinweise auf eine verminderte NKR-Expression in humanen IEL 
(Roberts et al., 01) als auch auf eine sogar erhöhte NKR-Expression (Meresse et al., 06; Jabri 
et al., 00). Eine intensivere Untersuchung dieses Sachverhaltes mag insbesondere aufgrund 
der Implikation einer erhöhten NKG2D und NKG2C Expression in die Pathologie der 
Zöliakie (Hue et al., 04; Meresse et al., 04; Meresse et al., 06) interessant sein. 
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5.2 Untersuchung der Kapazität von Leber- und Darmgewebe zur 
Induktion primärer und sekundärer T-Zell-Antworten gegen Listeria 
monocytogenes 
Unter Verwendung von Mäusen, die mit der immunmodulierenden Substanz FTY720 
behandelt und/oder splenektomiert wurden, wurde die Induktion von T-Zell-Antworten nach 
primärer und sekundärer LmOVA-Infektion untersucht. Ziel war es, zu klären, ob nach einer 
Listerien-Infektion eine T-Zell-Aktivierung außerhalb sekundärer lymphoider Organe, z.B. in 
der Leber oder dem Darmgewebe, stattfinden kann. 
5.2.1 Auswirkung der FTY720-Behandlung auf die T-Zell-Populationen in 
verschiednen Organen 
Die Substanz FTY720 lässt zwar eine Aktivierung der T-Zellen zu, behindert aber das Aus-
wandern der Lymphozyten aus den Lymphknoten (Brinkmann et al., 04; Pinschewer et al., 
00; Habicht et al., 06). Eine Behandlung von Mäusen mit FTY720 reduzierte die Anzahl der 
CD8+ und CD4+ T-Zellen in der Milz und in der Leber. Diese Beobachtung ist dadurch 
erklärbar, dass einerseits das Auswandern von naiven T-Zellen aus dem Thymus blockiert 
wird und andererseits sowohl naive als auch gerade aktivierte T-Zellen in den Lymphknoten 
zurückgehalten werden (Brinkmann et al., 04; Morris et al., 05; Cose et al., 06). Das in 
einigen Experimenten beobachtete Ansteigen der T-Zellzahlen in den MLN (nicht gezeigte 
Daten) steht in Übereinstimmung mit dem oben skizzierten Wirkmechanismus. Allerdings 
wurde zumindest für naive Mäuse auch beschrieben, dass in den MLN die T-Zell-
Akkumulation geringer ist als in den PLN (Morris et al., 05). Dass in den IEL die Gesamtzahl 
der T-Zellen durch FTY720 nur geringfügig beeinflusst wurde, könnte damit erklärt werden, 
dass die dort residenten T-Zellen insgesamt weit weniger stark rezirkulieren als T-Zellen aus 
z.B. der Milz oder der Leber. 
5.2.2 Primäre T-Zell-Antwort in FTY720-behandelten und/oder splenektomierten 
Mäusen 
Die FTY720-Behandlung der Tiere erlaubte die Generation LmOVA-spezifischer CD8+ und 
CD4+ T-Zellen. Auch eine IFNγ-Produktion und somit Effektor-Funktion dieser antigen-
spezifischen T-Zellen konnte nachgewiesen werden (nicht gezeigt für CD8+ T-Zellen).  In den 
MLN und der Darmmukosa wurden die Frequenzen und die Anzahl LmOVA-spezifischer T-
Zellen durch eine FTY720-Behandlung nicht verändert. In der Milz und der Leber bewirkte 
die FTY720-Gabe eine ca. 10-fache Reduktion der antigenspezifischen T-Zellen nach 
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LmOVA-Infektion. Nach dem Transfer naiver OT1-Zellen in anschließend mit LmOVA 
infizierte Mäuse war die Proliferation dieser Zellen in Milz und Leber FTY720-behandelter 
und unbehandelter Tiere annähernd gleich. Die FTY720-Behandlung alleine hatte also nur 
einen sehr moderaten Einfluss auf das Erscheinen antigenspezifischer T-Zellen in peripheren 
Geweben nach Listerien-Infektion. Diese Beobachtungen stehen im Kontrast zu Berichten, 
nach denen FTY720 unerwünschte T-Zell-Antworten nach Organtransplantationen oder in 
Autoimmunreaktionen wirksam unterbindet oder zumindest stark einschränkt (Brinkmann, 
04). Möglich ist, dass durch die systemische Ausbreitung der Listerien und durch die 
Infektion verschiedener Zelltypen in unterschiedlichen lymphoiden und nicht-lymphoiden 
Geweben der Effekt des FTY720 weniger zum Tragen kommen kann. Nach Transplantatio-
nen oder in Autoimmunmodellen ist dagegen das T-Zell-Priming wahrscheinlich nur auf 
wenige drainierende Lymphknoten beschränkt. In einer solchen Situation kann FTY720 die 
Migration aktivierter T-Zellen in das Transplantat oder an Orte potentieller Autoimmun-
Pathologie eventuell besser verhindern. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass FTY720 auch das 
Migrationsverhalten von aktivierten dendritischen Zellen aus peripheren Geweben in die 
drainierenden Lymphknoten verändert (Czeloth et al., 05). Hierdurch kann die 
Wahrscheinlichkeit eines Kontaktes der T-Zellen mit Transplantatantigenen oder mit Auto-
antigenen, die eine gewebespezifische Expression haben, vermindert werden. Lm infiziert 
dagegen direkt Organe, in denen die T-Zell-Aktivierung stattfindet. Daher wird die T-Zell-
Antwort gegen diesen Organismus durch FTY720 möglicherweise weniger stark behindert. 
 
Die lediglich mit FTY720 behandelten Tiere hatten noch die Milz als sekundäres Organ, in 
dem eine T-Zell-Aktivierung stattfinden konnte und aus dem eine Auswanderung in andere 
Gewebe trotz der Behandlung möglich war. In Tieren, die sowohl FTY720 bekamen, als auch 
splenektomiert waren, sollten dagegen kaum antigenspezifische T-Zellen in nicht lymphoiden 
Organen gefunden werden. Dieses war nach iv Infektion mit geringen Listerien-Dosen der 
Fall. Auch in einem Transferversuch, der eine äquivalente Anzahl naiver OVA-spezifischer 
T-Zellen in der Peripherie in unbehandelten und mit FTY720 behandelten Tieren gewähr-
leisten sollte, waren in den zusätzlich splenektomierten Tieren die T-Zell-Antworten gegen 
LmOVA in der Leber unterdrückt. Nach Infektion mit höheren Listerien-Dosen und nach 
oraler Infektion waren dagegen auch in zusätzlich zur FTY720-Behandlung splenektomierten 
Tieren deutliche T-Zell-Antworten in nicht-lymphoiden Organen messbar. Nach iv Infektion 
mit 5 × 103 LmOVA waren die T-Zell-Antworten in der Leber dieser Tiere zwar vermindert, 
aber noch deutlich ausgeprägt. Nach ig Infektion hatte die Splenektomie keinen zusätzlich 
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hemmenden Effekt auf die T-Zell-Antworten in der Leber und der Darmmukosa. Es gibt 
mehrere Möglichkeiten, die Herkunft dieser antigenspezifischen Zellen zu erklären. Eine 
Erklärung wäre, dass das FTY720 das Auswandern aktivierter T-Zellen aus den Lymphknoten 
nicht vollständig unterbindet. Möglich ist, dass insbesondere aus den MLN, die sich von den 
PLN in einigen Eigenschaften unterscheiden (Mebius, 03; von Andrian und Mempel, 03), T-
Zellen auswandern können. Außerdem ist denkbar, dass die Lm-Infektion zu einer teilweisen 
Zerstörung der normalen Gewebeorganisation in den Lymphknoten führt und daher ein S1P1-
unabhängiges Auswandern von T-Zellen aus den Lymphknoten eher möglich wird. Es könnte 
aber auch tatsächlich eine T-Zell-Aktivierung direkt in der Leber oder der Darmmukosa 
stattfinden, ohne dass sekundäre lymphoide Organe involviert sind. Für die Leber wurde eine 
T-Zell-Aktivierung im Parenchym oder den Lebersinusoiden beschrieben. Allerdings ist es 
strittig, ob eine solche Aktivierung zu einer Differenzierung in Effektor-T-Zellen oder zur 
Ausbildung von Toleranz führt (Klein und Crispe, 06; Wuensch et al., 06; Limmer et al., 00; 
Bowen et al., 04; Bertolino et al., 01). Ein Priming in der Leber könnte auch in tertiären 
lymphoiden Organen, die als Folge der Infektion entstehen können, stattfinden (Moyron-
Quiroz et al., 04; Drayton et al., 06). Für ein sequentielles Ausbilden tertiärer lymphoider 
Organe und eine anschließende T-Zell-Aktivierung in diesen Strukturen ist der Zeitraum 
zwischen Infektion und Eradikation der Bakterien durch Immunzellen der Maus aber recht 
kurz. Ein solcher Effekt sollte am Tag 9 nach Infektion noch nicht messbar sein. In der 
Darmmukosa könnten zum Infektionszeitpunkt bereits vorhandene Cryptopatches und 
isolierte lymphoide Follikel Orte einer T-Zell-Aktivierung sein (Drayton et al., 06). Ob 
FTY720 einen Einfluss auf die Auswanderung von Zellen aus solchen induzierbaren 
lymphoiden Strukturen hat, ist unklar. 
Die unterschiedliche Fähigkeit FTY720-behandelter und zusätzlich splenektomierter Tiere zur 
Induktion von T-Zell-Antworten je nach Infektionsroute und -Dosierung kann mit einer unter-
schiedlich starken Ausbreitung der Bakterien in Abhängigkeit von diesen Parametern 
zusammenhängen. So ist es z.B. denkbar, dass nach einer höher dosierten iv Infektion die 
Listerien auch in die Darmmukosa und das MALT gelangen, während sie nach einer niedrig-
dosierten iv Infektion im wesentlichen auf Milz und Leber beschränkt bleiben. Diese Unter-
schiede in der Bakterienverbreitung könnten auch zumindest teilweise erklären, warum nach 
einer niedrig-dosierten LmOVA-Infektion eine Splenektomie alleine ohne zusätzliche 
FTY720-Behandlung die T-Zell-Antwort in der Leber sehr stark verminderte. Diese 
Beobachtung impliziert, dass unter diesen Bedingungen nahezu keine T-Zell-Aktivierung in 
den Lymphknoten stattfindet. Ähnliche Ergebnisse hinsichtlich der Erforderlichkeit 
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lymphoider Strukturen in Abhängigkeit von der Infektionsroute und -Dosis für die primäre T-
Zell-Antwort auf eine Listerien-Infektion wurden in einer unabhängigen Studie zeitgleich von 
Klonowski et al. beschrieben (Klonowski et al., 06). Für die Untersuchungen wurden dort wt- 
und Lymphotoxin-α-defiziente Mäuse verwendet, die ebenfalls zum Teil splenektomiert 
wurden. Diese Gruppe konnte zusätzlich zeigen, dass bei einer Infektion mit dem Vesicular 
Stomatitis Virus im Gegensatz zu einer Listerien-Infektion eher die Lymphknoten für die 
Induktion einer T-Zell-Antwort erforderlich sind, während die Milz in diesem Modell für das 
T-Zell-Priming nur eine untergeordnete Rolle spielt. Die Art, die Dosis und die präferentiellen 
Zielorgane des Pathogens scheinen also zu bestimmen, in welchem Umfang individuelle 
sekundäre lymphoide Organe für die primäre T-Zell-Aktivierung erforderlich sind. 
5.2.3 Sekundäre T-Zell-Antworten in FTY720-behandelten und/oder splenektomierten 
Mäusen 
Für die Induktion sekundärer T-Zell-Antworten nach iv Infektion mit LmOVA ergab sich ein 
ähnliches Bild wie für die Primärantworten. FTY720 bewirkte eine Verminderung sekundärer 
CD8+ T-Zell-Antworten. Diese Antworten bewegten sich im Bereich der Hintergrund-
frequenzen, wenn die Tiere nach der Primärantwort splenektomiert wurden. Die 
Verminderung der T-Zell-Antworten war bei den CD4+ T-Zellen nicht so ausgeprägt wie bei 
den CD8+ T-Zellen. Auch für die Sekundärantwort verursachte die Splenektomie alleine ohne 
zusätzlich FTY720-Behandlung eine starke Verringerung der CD8+ T-Zell-Antworten in der 
Leber und den MLN (nicht gezeigte Daten) der re-infizierten Tiere. Der Einbruch der 
Sekundärantworten ließ sich nicht damit begründen, dass durch die Entnahme der Milz nach 
der Primärinfektion ein Großteil der Gedächtnis-T-Zellen, welche sich in diesem Organ 
befanden, entfernt worden waren. Nach einem Transfer von Gedächtnis-T-Zellen in bereits 
splenektomierte naive Mäuse, wanderten diese Zellen effizient in die Leber ein. Die T-Zell-
Population vergrößerte sich nach einer Infektion der Rezipienten aber nicht. Sekundäre T-
Zell-Antworten in den peripheren Geweben waren bei dieser Versuchsanordnung aber nicht 
komplett unterbunden. Eine begrenzte Anzahl an Gedächtnis-T-Zellen konnte auch in 
splenektomierten und/oder FTY720 behandelten Tieren detektiert werden. Dennoch zeigen 
diese Ergebnisse, dass sekundäre lymphoide Organe auch für eine vollständige sekundäre T-
Zell-Antwort nach Listerieninfektion erforderlich sind. Die Bedeutung der Milz für eine 
effiziente Aktivierung und Expansion von CD8+ T-Zellen nach einer iv Sekundärinfektion 
wurde ebenfalls parallel von Klonowski et al. gezeigt (Klonowski et al., 06). Diese Gruppe 
zeigte außerdem, dass die Milz nach einer oralen Sekundärinfektion eine weit geringere Rolle 
für die effiziente T-Zell-Aktivierung spielte. Die Infektionsroute ist also auch bei einer 
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Sekundärinfektion bedeutsam und beeinflusst, in welchem Maße bestimmte lymphoide 
Gewebe für eine T-Zell-Aktivierung erforderlich sind. 
Gedächtnis-T-Zellen können aufgrund ihres Phänotyps und ihrer Funktion in mindestens zwei 
Untergruppen eingeteilt werden. Effektor-Gedächtnis-T-Zellen sind in der Milz und in 
peripheren Geweben zu finden und weisen nach Antigenkontakt sofortige Effektor-
Funktionen auf. Die Proliferation diese Zellen nach Antigen-Kontakt ist dagegen 
eingeschränkt. Zentrale-Gedächtnis-T-Zellen befinden sich im Wesentlichen in der Milz und 
den Lymphknoten und proliferieren nach Antigen-Kontakt recht stark (Masopust et al., 01b; 
Wherry et al., 03; Roberts et al., 05; Bachmann et al., 05; Huster et al., 06). Die Ergebnisse 
der hier vorliegenden Untersuchung könnten bedeuten, dass in Abwesenheit funktioneller 
sekundärer lymphoider Organe vor allen Zentrale-Gedächtnis-T-Zellen beeinträchtigt werden, 
während Effektor-Gedächtnis-T-Zellen in ihrer Funktion nicht gestört werden. Zentrale-
Gedächtnis-T-Zellen könnten eventuell nicht zu einer Einwanderung in periphere Gewebe 
fähig sein (Stock et al., 06), oder der Antigen-Kontakt von Zentralen-Gedächtnis-T-Zellen 
außerhalb sekundärer lymphoider Organe führt nur zu einer unvollständigen Aktivierung 
dieser Zellen. Im Gegensatz dazu können Effektor-Gedächtnis-T-Zellen leicht in periphere 
Gewebe einwandern. Sie werden daran durch FTY720 nicht gehindert, da sie nicht durch die 
Lymphknoten zirkulieren. Anscheinend müssen zumindest für eine Untergruppe der 
Gedächtnis-T-Zellen komplexere Anforderungen für eine komplette Aktivierung erfüllt 
werden. Möglicherweise können die entsprechenden Bedingungen nur innerhalb lymphoider 
Strukturen geboten werden. Kürzlich wurde für Zentrale-Gedächtnis-T-Zellen tatsächlich 
gezeigt, dass sie striktere Anforderungen an eine Aktivierung stellen, als bislang 
angenommen. Die Aktivierung von CD8+ Gedächtnis-T-Zellen in einem Influenza-
Infektionsmodell war von radiosensitiven aus dem Knochenmark stammenden Antigen-
präsentierenden-Zellen abhängig (Belz et al., 06). Eine Depletion der Dendritischen Zellen 
vor einer Listerien- oder Influenza-Infektion reduzierte die sekundäre CD8+ T-Zell-Antwort 
signifikant (Zammit et al., 05). In dem letzteren Model war besonders die Antwort der 
Zentralen-Gedächtnis-CD8+-T-Zellen eingeschränkt (Zammit et al., 05). 
Je nach Infektionsroute und voraussichtlich auch in Abhängigkeit von der Art des Pathogens 
sind also auch für die vollständige Aktivierung und die Proliferation von Gedächtnis-T-Zellen 
nach einer Sekundärinfektion lymphoide Strukturen essentiell. Welche Faktoren in diesen 
Strukturen genau für die Induktion der Sekundärantworten verantwortlich sind, ob dies, wie 
oben angedeutet, bestimmte  Populationen Dendritischer Zellen oder z.B. auch von Stroma-
Zellen bereitgestellte Faktoren sind, bleibt zu klären. 
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Anhang 
Abkürzungsverzeichnis 
Ak Antikörper 
APZ Antigen-präsentierende-Zelle 
BfR Bundesbehörde für Risikoforschung 
BP biologisches Produkt (Gene Ontology Term) 
BSA Rinder-Serum-Albumin (bovine serum albumin) 
BZR B-Zell-Rezeptor 
CCR Chemokinrezeptor 
CD Differenzierugsmarker (cluster of differentiation) 
CFSE  5-,6-Carboxyfluorescein-diacetat-succinimidylester 
C57BL/6 Inzucht-Mausstamm 
DAVID Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery 
DC Dendritische Zelle (dendritic cell) 
FACS durchflusszytometrische Zellsortierung (fluorescence activated cell sorting) 
GALT  Darm-Assoziiertes-Lymphoides-Gewebe (gut assiciated lymphoid tissue) 
GO gene ontology 
HEV Hochendotheliale Venen 
ICAM  intercellular adhesion molecules 
IEL intraepitheliale Lymphozyten 
IFNg Interferon-g 
ig intragastrisch 
IL Interleukin 
iv intravenös 
LCMV Lymphozytäres Choriomeningitis 
LFA-1 leukocyte functional antigen 1 
LLO  Listeriolysin-O 
Lm Listeria monocytogenes 
LmOVA rekombinante Lm, die verkürztes Ovalbumin sekretieren 
LPL Lamina Propria Lymphozyten 
LPS Lipopolysaccharide 
LT Lymphotoxin 
LTbR Lymphotoxin-b-Rezeptor 
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MACS magnetische Zellsortierung (magnetic activated cell sorting) 
MAdCAM1 mucosal vascular addressin cell-adhesion molekule 1 
mAk monoklonaler Antikörper 
MALT Mukosa-asoziiertes-lymphoides-Gewebe (mucosa associated lymphoid tissue) 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MHC Haupthistokompabilitätskomplex (major histocompability complex) 
MLN mesenterische Lymphknoten (mesenteric lymphnodes) 
NKR NK-Zell-Rezeptor 
NK-Zelle natürliche Killerzelle 
OVA Ovalbumin 
PLN  periphere Lymphknoten 
PP  Peyer-Plaques 
PNADs  peripheral-node addressins 
PBS physiologischer Phosphatpuffer (phophate buffered saline) 
SD Standardabweichung (standard deviation) 
SPF Specific Pathogen Free 
TGFb transforming growth factor b 
TLR toll like receptor 
TNFa Tumor-Nekrosis-Faktor-a 
TSB  Tryptic-Soy-Broth-Medium  
TZR T-Zell-Rezeptor 
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